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Abkürzungen 
µg  Mikrogramm (10-6 g) 
µL  Mikroliter (10-6 L) 
µm  Mikrometer (10-6 m) 
µM  mikromolar (10-6 mol/L) 
2-AF 2-Aminofluoren 
4-ABP 4-Aminobiphenyl 
Ah-Rezeptor  Arylhydrocarbon-Rezeptor 
aqua dest. Destilliertes Wasser oder Reinstwasser 
AS Aminosäure 
B[a]P  Benzo[a]pyren 
bp Basenpaar(e) 
CYP Cytochrom P450 
CYPOR NADPH-abhängige Cytochrom P450-Oxidoreduktase 
Cyt b5 Cytochrom b5 
DB[a,l]P Dibenzo[a,l]pyren 
DC Dünnschichtchromatographie 
DMBA Dimethylbenz[a]anthrazen 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 
DRZ Diagonale radioaktive Zone 
EC50 Konzentration, bei der die Zellvitalität auf 50% reduziert wird 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
EtBr Ethidium Bromid 
FCS Fötales Kälberserum (fetal calf serum) 
V 
G418 Geneticin 418-Sulfat 
Hb Hämoglobin 
hCYP humanes Cytochrom P450 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-ethansulfonsäure 
HPLC Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
HPRT Hypoxanthinguaninphosphoribosyltransferase 
IARC International Agency for Research on Cancer 
kb Kilobasenpaare 
L Liter 
LD50 Dosis, bei welcher 50% der Versuchstiere überleben 
Lsg. Lösung 
min Minute(n) 
mL Milliliter 
MNNG N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin 
mRNA Boten-Ribonukleinsäure (= messenger ribonucleic acid) 
m-Tol m-Toluidin 
MTP Mikrotiterplatte 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid 
(Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid) 
MW Molekulargewicht 
n Anzahl 
n.a. nicht analysiert 
NADP+ Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, oxidiert 
NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 
NADPH + H+ Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduziert 
NAT N-Acetyltransferase 
NK Negativkontrolle 
OD Optische Dichte 
VI 
OTM Olive Tail Moment 
o-Tol o-Toluidin 
PAK polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 
PBS phosphatgepufferte Salzlösung ohne Mg++ und Ca++ 
(phosphate buffered saline) 
Pen. Penicillin 
PE-Platten plating efficiency Platten 
rpm Umdrehungen pro Minute (= rotations per minute) 
RT Raumtemperatur 
S.E. Standard Error = Standardabweichung vom Mittelwert 
S9 metabolisch aktivierendes Enzymsystem 
SDS Natriumdodecylsulfat  
Sek. Sekunde(n) 
S-N-K Student Newman Keuls Test 
Std. Stunde(n) 
Strep. Streptomycin 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
U Enzymeinheit(en) (= unit(s)) 
UV Ultraviolett 
V Volt 
V79MZ1A1-Zellen  V79 Chinesische Hamsterfibroblasten, welche humanes 
Cytochrom P450 1A1 exprimieren  
V79MZ1A2/NAT2*4-
Zellen  
V79 Chinesische Hamsterfibroblasten, welche humanes 
Cytochrom P450 1A2 und humane N-Acetyltransferase 
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V79MZ1A2-Zellen  V79 Chinesische Hamsterfibroblasten, welche humanes 
Cytochrom P450 1A2 exprimieren  
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Cytochrom P450 1B1 exprimieren  
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N-Acetyltransferase (Wildtyp) exprimieren  
V79P-Zellen V79 Chinesische Hamsterfibroblasten (Mainzer Subklon) 
 
Einleitung 1 
1 Einleitung 
In modernen Industrienationen ist Krebs nach Krankheiten des Kreislaufsystems die zweit-
häufigste Todesursache. Im Jahr 2000 erkrankten in Deutschland rund 358.700 Menschen 
erstmals an Krebs. Nach Prostatakrebs war die zweithäufigste Tumorart bei Männern mit 16% 
der Lungenkrebs, ganz überwiegend hervorgerufen durch das Rauchen. Bei Frauen ist der 
Brustkrebs am häufigsten; 25,6% aller Tumorpatientinnen, die 2000 zum ersten Mal in 
Behandlung kamen, hatten Brustkrebs; das Mammakarzinom ist damit die häufigste Krebs-
erkrankung bei Frauen (http://www.krebsinformation.de). 
Pro Jahr sterben in Deutschland rund 210.000 Personen an bösartigen Neubildungen, dies ist 
rund ein Viertel aller Todesfälle [1,2]. Diese hohe Zahl der Todesfälle belegt, dass die Erkran-
kung an Krebs immer noch zu den dringlichsten Problemen der heutigen Medizin gehört.  
Hauptverantwortlich für die Krebsentstehung ist die Exposition gegenüber Umwelteinflüssen. 
Dazu zählen physikalische Einflüsse wie UV- oder ionisierende Strahlung, biologische Ein-
flüsse durch bestimmte Bakterien und Viren oder  chemische Substanzen. Hauptrisikofaktoren 
sind Tabakkonsum (25 bis 30%), Ernährungsgewohnheiten (20 bis 42%), Alkoholkonsum 
(3%) und berufliche Expositionen (4 bis 8%) [1]. Diese auf den Schätzungen von Doll [3] 
beruhenden Daten wurden auch in einer aktuellen Übersichtsarbeit von Colditz et al. [4] 
weitgehend bestätigt. 
Nach heutigem Wissensstand ist das Mehrstufen-Konzept der Entstehung von Krebserkran-
kungen anerkannt, bei dem die Schädigung des Erbguts eine zentrale Stellung einnimmt [2]. 
Eine besondere Bedeutung kommt chemischen Substanzen als genotoxischen Agenzien zu. 
So werden über 500 chemische Substanzen (20% aller chronisch-toxikologisch getesteten 
Substanzen) im Tierexperiment als krebsauslösend eingestuft [2]. 
Die International Agency for Research on Cancer (IARC) der WHO in Lyon (http://www-
cie.iarc.fr/monoeval/grlist.html) hat von 836 bewerteten Verbindungen 74 Stoffe als nach-
gewiesenermaßen kanzerogen für den Menschen eingestuft (IARC Gruppe 1), 56 Substanzen 
gelten als wahrscheinliche Humankanzerogene (IARC Gruppe 2A) und 225 Substanzen 
gelten als möglicherweise kanzerogen für den Menschen (IARC Gruppe 2B). Die größte 
Anzahl von 497 Substanzen (IARC Gruppe 3) ist hinsichtlich ihrer Kanzerogenität für den 
Menschen nicht klassifizierbar. Für viele Substanzen dieser Gruppe konnten auch im Tierver-
such keine kanzerogenen Eigenschaften nachgewiesen werden. 
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2 Theoretischer Hintergrund 
2.1 Chemische Kanzerogenese 
Der Arzt und Naturforscher Paracelsus beschrieb um 1500 vermutlich erstmals den Zusam-
menhang zwischen einer chemischen Substanz und Krebs, in dem er eine Verbindung zwi-
schen dem Lungenkrebs von Bergleuten und Rauschrot (As4S4 oder Realgar) vermutete [2]. 
Percival Pott beschrieb 1775 den Ruß als Ursache für den Hautkrebs an Scrotum und Ober-
schenkeln der Londoner Schornsteinfeger und war damit der erste, der eine Belastung mit 
chemischen Substanzen als Krebsursache einer bestimmten Berufsgruppe zuordnete [5]. Der 
Beginn der experimentellen Krebsforschung Anfang des 20. Jahrhunderts brachte die Bestä-
tigung der Beobachtung Potts, indem der japanische Pathologe Yamagiwa erstmals einen 
chemisch induzierten Krebs (Teerkrebs der Haut) im Tierexperiment erzeugen konnte [6].  
Heute werden chemische Kanzerogene entsprechend ihres Wirkmechanismus in zwei Katego-
rien unterteilt [2]: Die Gruppe der „genotoxischen Kanzerogene“ umfasst DNA-reaktive Sub-
stanzen, die mit der Erbsubstanz interagieren und dadurch mutagen wirken [7]. Hierbei kann 
man zwischen direkten Kanzerogenen, die ohne metabolische Aktivierung wie zum Beispiel 
Nitrosamide, oder indirekten Kanzerogenen, deren krebsauslösende Aktivität einer metaboli-
schen Aktivierung bedarf [8], unterscheiden. Zu dieser letztgenannten Klasse gehören zum 
Beispiel polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) [9] und aromatische Amine 
(AA) [10,11]. Die zweite Kategorie chemischer Kanzerogene umfasst nicht-genotoxische, 
„epigenetische Kanzerogene“ wie zum Beispiel Asbest, DDT, Östradiol oder 
Butylhydroxyanisol, deren Wirkung vermutlich cytotoxischer, tumorpromovierender oder 
pseudohormoneller Natur ist. In letzter Folge beruht die krebsauslösende Wirkung dieser 
epigenetischen Kanzerogene auf einer gesteigerten Mutationsrate, oxidativer Schädigung der 
DNA, Veränderung der Genexpression oder Erhöhung der Proliferationsrate [12-14]. 
 
2.1.1 Metabolische Aktivierung chemischer Kanzerogene 
Wie unter Abschnitt 2.1 beschrieben, werden chemische Kanzerogene in zwei Gruppen unter-
teilt. Der weitaus größere Teil dieser krebsauslösenden Noxen gehört zu den genotoxischen 
Kanzerogenen, die entweder direkt oder nach metabolischer Aktivierung mit zellulären 
Makromolekülen, insbesondere der DNA, interagieren und dadurch mutagen wirken. 
Verantwortlich für die metabolische Aktivierung sind vor allem Enzyme, die Biotransforma-
tionen von xenobiotischen Stoffen katalysieren. Dabei werden kanzerogene Chemikalien als 
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„Prokanzerogene“ durch metabolische Aktivierung in „proximale“ und letztendlich in 
„ultimale“ Kanzerogene umgewandelt. Diese so aktivierten elektrophilen Spezies reagieren 
mit nukleophilen Zentren wie DNA-Basen oder Proteinen, häufig unter Bildung kovalenter 
Bindungen. 
 
2.2 Das Phasen-Konzept des Fremdstoffmetabolismus 
Die Verstoffwechslung von lipophilen Fremdstoffen kann formal in zwei Phasen eingeteilt 
werden [15]: Der Phase-I-Metabolismus (Funktionalisierung) führt unpolare, lipophile Stoffe 
in polare, hydrophilere Stoffe über, indem funktionelle Gruppen eingeführt oder demaskiert 
werden. Diese Aufgaben übernehmen Oxidoreduktasen oder Hydrolasen über die Einführung 
oder Freisetzung nukleophiler oder elektrophiler Ankergruppen. Wichtigster Vertreter dieses 
Metabolismus-Systems ist die Cytochrom P450–Familie, deren Enzyme stereo- und regio-
selektiv den Einbau eines Sauerstoffatoms in das Fremdstoffmolekül katalysieren [16]. 
Enzyme des Phase-II-Metabolismus (Konjugation) konjugieren Fremdstoffe oder Phase-I-
Metaboliten an hoch hydrophile, endogene Moleküle durch Glutathionkonjugation, Glucuro-
nidierung, Acetylierung oder Sulfatierung. Aus der Konjugation entsteht in aller Regel ein 
vollständig detoxifizierter Metabolit, der nach Modifikation ausreichend hydrophil ist um 
renal oder biliär ausgeschieden werden zu können.  
Allerdings können auch Konjugate des Phase-II-Metabolismus aktivierte Spezies darstellen 
und als Elektrophile DNA-Addukte bilden. Die Konjugation mit hydrophilen Komponenten 
wird durch cytosolische und membranständige Transferaseenzyme katalysiert. 
 
2.2.1 Cytochrom-P450-abhängige Monooxygenasen (CYP) 
Die Cytochrom-P450-Enzyme bilden eine Superfamilie von Hämoproteinen, die eine Schlüs-
selrolle im oxidativen Stoffwechsel zahlreicher endogener und exogener Substanzen spielt. 
Die Bezeichnung der gesamten Enzymgruppe erfolgte aufgrund der charakteristischen UV-
Absorption bei 450 nm Wellenlänge nach Bindung von Kohlenmonoxid an die als prosthe-
tische Gruppe in das Enzymmolekül eingelagerte Hämgruppe.  
Die von den Enzymen dieser Familie vermittelte Oxidation erhöht die Polarität vieler Fremd-
stoffe und beschleunigt somit deren Eliminierung aus dem Körper. Auf der anderen Seite 
können jedoch die Cytochrom-P450-Enzyme zur Giftung bestimmter Substrate beitragen 
und/oder eventuelle Kanzerogenität hervorrufen bzw. erhöhen.  
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CYP 3 A 4
Familie
>40% Sequenz-
homologie Subfamilie
>55% Sequenz-
homologie
Isoenzyme
*15 A-B
Allele
Es sind inzwischen insgesamt über 300 Gene bekannt, die für Vertreter der Cytochrom-P450-
Enzymfamilie kodieren [17,18]. Innerhalb der Superfamilie richtet sich die Einteilung in 
Familien, Subfamilien und Einzelenzyme nach den Sequenzhomologien der Proteine. Bezo-
gen auf die Sequenzidentität der Proteine gehören alle Enzyme mit mehr als 40% Homologie 
derselben Familie an und werden mit einer Zahl gekennzeichnet (Abb. 1). Mehr als 55% 
Übereinstimmung hat die Klassifizierung in die gleiche durch Buchstaben bezeichnete Sub-
familie zur Folge. Die darauf folgende Zahl bezeichnet das Gen, welches für das spezielle 
Isoenzym kodiert, die anschließend mit Stern angefügten Zahlen und Buchstaben charakteri-
sieren Modifikationen des Isoenzyms innerhalb eines oder beider Allele. Sie kommen z.B. 
durch Mutationen zustande, die oft nur den Austausch eines Nukleotids in der Basensequenz 
bewirken, den sogenannten single nucleotide polymorphism. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Klassifizierung der Cytochrome P450 
 
Cytochrome P450 kommen bei Säugetieren in den meisten Geweben vor, besonders aber in 
der Leber [19]. Dort sind die Enzyme in den Membranen des glatten endoplasmatischen 
Retikulums (und in geringerem Umfang auch in den Mitochondrien) verankert [20].  
Das Hämoprotein Cytochrom P450 katalysiert die Biotransformation von mehr als 200.000 
Chemikalien [16,21]. Cytochrome P450 monooxygenieren Substrate in einem NADPH-
abhängigen Reaktionszyklus zu Alkoholen, Epoxiden sowie O- und N-Dealkylierungsproduk-
ten. Dabei bilden Cytochrome P450 einen Multienzymkomplex mit der NADPH-abhängigen 
P450-Oxidoreduktase (CYPOR) und Cytochrom b5, die den Elektronentransfer von NADPH 
auf das Cytochrom P450 katalysieren [22].  
Alle CYP fügen als Monooxygenasen jeweils ein einzelnes Sauerstoffatom in ein Substrat-
molekül ein. Das bei der Spaltung von molekularem Sauerstoff frei werdende zweite Sauer-
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stoffatom reagiert zu Wasser weiter. Die allgemeine Reaktionsgleichung der durch CYP 
katalysierten Redoxreaktion an einem Substrat X lautet: 
XOHOHNADPXHOHNADPH ++→+++ ++ 22  
Diese Reaktion ist an einer Vielzahl von endogenen (Fettsäuren, Steroide) und exogenen 
Substraten möglich, wobei sich die Substratspezifität der einzelnen Enzyme z.T. stark über-
lappt. Durch den Transfer eines Elektrons von der assoziierten NADPH-abhängigen Cyto-
chrom-P450-Reduktase wird das Eisen von Fe3+ auf Fe2+ reduziert, so dass es dann molekula-
ren Sauerstoff binden kann. Durch Aufnahme eines weiteren Elektrons von der Cytochrom-
P450-Reduktase oder durch lösliches Cytochrom b5 wird dieser Komplex weiter aktiviert. Es 
resultiert ein hochreaktive Komplex, der im weiteren Verlauf die Substratoxidation bewirkt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Schema zur Monooxygenierung eines Substrates durch Cytochrom P450. Das Sub-
strat RH wird im aktiven Zentrum des CYP gebunden. Anschließend wird durch die 
CYPOR ein Elektron auf das zentrale Fe3+ der Häm-Gruppe übertragen. Der nun zwei-
wertige Häm-Eisen-Komplex kann molekularen Sauerstoff als sechsten Liganden bin-
den. Durch Übertragung des Elektrons auf den Sauerstoff entsteht ein Fe3+-Komplex 
mit einem Superoxidanion. Nach Übernahme eines zweiten Elektrons, das statt von 
der CYPOR auch von Cytochrom b5 übertragen werden kann, disproportioniert der 
Sauerstoff zu H2O und aktiviertem Sauerstoff. In einer homolytischen Reaktion wird 
das aktivierte Sauerstoffatom auf das Substrat übertragen und das oxidierte Produkt 
ROH verlässt die Bindungsstelle des Enzyms [23]. 
 
Die Cytochrom-P450-Enzyme der CYP1-Familie, welche die zwei Subfamilien CYP1A und 
CYP1B beinhaltet, sind induzierbare Enzyme, deren Expression über den cytosolischen 
Rezeptor für aromatische Kohlenwasserstoffe (Ah-Rezeptor Signalweg) reguliert wird [24]. 
Der Ah-Rezeptor, ein Liganden-abhängiger Transkriptionsfaktor, vermittelt toxische Wirkun-
gen. Als Induktoren fungieren unter anderem die planaren polyzyklischen aromatischen 
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Kohlenwasserstoffe, z.B. 3-Methylcholanthren, Benz[a]anthracen und Benzo[a]pyren. Wie 
Shimizu et al. [25] zeigten, hat Benzo[a]pyren bei Langzeitapplikation auf die Haut von 
Mäusen kanzerogene Wirkung, nicht jedoch bei Tieren ohne Ah-Rezeptor (Ah -/-). Durch 
Bindung der Liganden an den Rezeptor wird eine Batterie von Genen aktiviert, darunter jene 
der Cytochrom P450-Formen CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1. Die Enzyminduktion tritt 
bereits nach einmaliger, jedoch wesentlich stärker nach längerfristiger Aufnahme der 
Fremdstoffe auf. Bei Rauchern wurden signifikant höhere Mengen an CYP1A1 und CYP1B1 
mRNA detektiert als bei Nichtrauchern [26].  
 
2.2.1.1 Cytochrom P450 1A1 
Beim Menschen konnten erhöhte CYP1A1 Aktivitäten in Lungenbiopsien von Rauchern und 
in primären Bronchialkarzinomen nachgewiesen werden [27]. Außerdem wurden für den 
Menschen phäno- und genotypische Polymorphismen des CYP1A1 mit einem erhöhten Lun-
genkrebsrisiko in Zusammenhang gebracht [28]. Gesichert ist die Rolle des CYP1A1 bei der 
Giftung polyzyklischer Aromaten, wie des Benzo[a]pyrens, durch Überführung in kanzeroge-
ne Epoxide. CYP1A1 ist kein konstitutives Enzym und wird nach Induktion vorwiegend in 
extrahepatischen Geweben exprimiert, in vereinzelten Fällen auch in der Leber [29]. Es wird 
durch polyzyklische Aromaten und Zigarettenrauch über Ah-Rezeptor-vermittelte Reaktionen 
induziert. Der stärkste bekannte Induktor ist das Sevesogift 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo[1,4]-
dioxin (TCDD). Im Wesentlichen katalysiert CYP1A1 die Epoxidierung von PAK. CYP1A1 
verstoffwechselt neben PAK auch Arzneimittel wie Theophyllin, Warfarin, Amiodaron, Pro-
pranolol und Paracetamol, die auch Substrate des CYP1A2 sind [30]. 
 
2.2.1.2 Cytochrom P450 1B1 
CYP1B1 wird außer in der Leber auch noch in verschiedenen anderen Organen exprimiert. 
Die Cytochrom P450 1B1 (CYP1B1) mRNA wurde in Lymphozyten, Lunge, Uterus und 
Leber detektiert [31,32]. Der Expressionsstatus von CYP1B1 in adulten Lebern ist generell 
sehr niedrig. Bei Föten wurde es lediglich in drei von sechs Lebern exprimiert [33]. Es zeigt 
eine erhöhte Expression in vielen humanen Tumoren und scheint eine wichtige Rolle in der 
Entwicklung und Progression von Tumoren zu spielen. Es kann als potenzielles Target von 
chemopräventiven Stoffen gegen Krebs eine Rolle spielen, indem diese die Aktivität von 
CYP1B1 hemmen. Andererseits dient es als möglicher Biomarker für Tumoren [34]. Das En-
zym kann polyzyklische Aromaten zu genotoxischen Produkten metabolisieren [35]. Außer-
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dem ist es wie alle Vertreter der CYP1-Familie am Stoffwechsel von Koffein und Theophyl-
lin beteiligt [36]. 
 
2.2.1.3 Cytochrom P450 1A2  
Cytochrom P450 1A2 ist ein konstitutives Enzym, welches einen wesentlichen Anteil der 
hepatisch exprimierten Cytochrom P450 Enzyme ausmacht. In extrahepatischen Geweben 
wird praktisch keine Expression dieses Cytochroms beobachtet. Zusammen mit dem zu 72% 
homologen Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) bildet das P450 1A2 (CYP1A2) die Cytochrom 
P450 1A-Subfamilie [37]. Neben einer Reihe von Arzneistoffen [38] werden auch verschiede-
ne aromatische Amine und heterozyklische Arylamine metabolisiert, welche während der 
Zubereitung von Fleisch entstehen und eine ausgeprägte mutagene Wirkung zeigen [39]. 
Einige der Substrate weisen nach ihrer metabolischen Aktivierung durch CYP1A2 ein kanze-
rogenes Potenzial auf, indem sie labile, elektrophil reagierende Zwischenprodukte bilden; 
dabei entstehen N-Hydroxyl-Arylamine, Phenole, Epoxide und Carbinole, wobei letztere oft 
instabil sind und zur Dealkylierung neigen [35,40-42]. Fundierte Erkenntnisse bezüglich der 
kanzerogenen Wirkung aromatischer Amine resultieren aus einer großen Anzahl tierexperi-
menteller Studien und Untersuchungen am Menschen [43]. Aromatische Amine, wie zum 
Beispiel 4-Aminobiphenyl (4-ABP), 2-Naphthylamin (2-NA) und o-Toluidin wurden sowohl 
in Zigarettenrauch als auch in Folgeprodukten von Kohle und Öl nachgewiesen [44]. So 
können bei Rauchern beispielsweise 4-ABP oder andere aromatische Amine über die durch 
CYP1A2 katalysierte N-Hydroxylierung aktiviert werden. Die so modifizierten Stoffe werden 
daraufhin über den Blutkreislauf der renalen Filtration zugeführt, gelangen in das Lumen der 
Blase, wo sich im Zuge der Reabsorption durch das Blasenepithel Arylamin-DNA-Addukte 
bilden können [45,46]. 
Aufgrund der CYP1A2-spezifischen N3-Demethylierung am Koffein, wird dieses seit einiger 
Zeit als Markersubstrat zu Phänotypisierungszwecken verwendet [38]. Interessanterweise 
inhibiert Grapefruitsaft über seinen Hauptbestandteil Naringenin die CYP1A2-Aktivität [47].  
 
2.2.2 N-Acetyltransferasen 
N-Acetyltransferasen sind ausschließlich cytosolisch verteilte fremdstoffmetabolisierende 
Phase-II-Enzyme. Die N-Acetyltransferasen 1 und 2 (NAT1 und NAT2) katalysieren die 
Übertragung des Acetylrestes von Acetyl-Coenzym A auf Amine und Hydroxylamine [48]. 
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Die Aktivität von hNAT1 ist in vielen Geweben sowohl in juvenilen [49] als auch in adulten 
Entwicklungsstadien [50,51] nachweisbar. Im Gegensatz dazu werden NAT2-Aktivitäten 
lediglich in Leber und Darm gefunden [52]. Beide NAT katalysieren N-Acetylierungen, 
O-Acetylierungen und N,O-Acetyltransfer von Xenobibiotika und Kanzerogenen, unterschei-
den sich aber trotz ihrer 80%igen Aminosäuresequenzidentität signifikant in ihrer Substrat-
spezifität. Als Leitsubstrat der NAT1 gilt die p-Aminosalicylsäure, die NAT2 katalysiert unter 
anderem die Acetylierung von Isoniazid [53-56]. Neben der N-Acetylierung von aromatischen 
Aminen katalysieren die NAT auch die O-Acetylierung von N-Hydroxyarylaminen. Im Falle 
der potenziell kanzerogenen Stoffe N-Hydroxy-2-aminofluoren und N-Hydroxy-4-amino-
biphenyl führt die O-Acetylierung zu instabilen Produkten, welche zu DNA- oder Protein-
reaktiven Nitrenium-Ionen zerfallen [46,57,58].  
NAT1 wird vorwiegend extrahepatisch exprimiert, ein wichtiges Organ ist die Blase. NAT2 
ist im Cytosol der Leber und des Dünndarmepithels lokalisiert. Für NAT2 existiert ein wich-
tiger Polymorphismus, der bereits vor annähernd 50 Jahren beschrieben wurde. Phänotypisch 
erfolgte aufgrund interindividueller Unterschiede in Nebenwirkungsrate und Metabolismus 
des Tuberkulostatikums Isoniazids eine Einteilung der Patienten in schnelle und langsame 
Acetylierer. Somit waren die NAT die ersten Enzyme, für welche ein kausaler Zusammen-
hang bezüglich interindividueller Schwankungen beim Metabolismus von Arzneimitteln 
hergestellt werden konnte [54,59]. 
Bei Belastung des Organismus mit Arylaminen wird die Regioselektivität des Kanzerogens 
durch den Acetyliererstatus beeinflusst: schnelle Acetylierer entwickeln unter diesen Bedin-
gungen seltener Blasenkrebs, dafür aber häufiger Darmkrebs als langsame Acetylierer. Eine 
Erklärung dafür wäre, dass schnelle Acetylierer mit größerer Effizienz bereits acetylieren, 
bevor eine Aktivierung, also N-Hydroxylierung durch CYP stattfinden kann (Abb. 3). Die 
NAT2-Aktivität bzw. der Acetyliererstatus kann wie die Aktivität von CYP1A2 anhand von 
Koffeinmetaboliten im Urin festgestellt werden [38,60]: Dabei wird der Quotient der 
Metabolitenkonzentrationen des 5-Acetylamino-6-amino-3-methyluracils (AAMU) und des 
1-Methylxanthins (1X) bestimmt, wobei ein Verhältnis AAMU/1X von größer als 2 den 
schnellen Acetylierer charakterisiert. 
In Japan sind mehr als 90% der Population schnelle Acetylierer, in Mitteleuropa sind es nur 
etwa 40% der Bevölkerung und in mediterranen Ländern fällt dieser Prozentsatz auf bis zu 
10% ab [18].  
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Abb. 3: Acetyliererstatus und Krebsentstehung (http://www.iuf.uni-duesseldorf.de/Vorlesung/ 
fremdstoff) 
 
Die toxikologische und arbeitsmedizinische Relevanz des NAT2-Polymorphismus wird durch 
Ergebnisse von Studien mit Blasenkrebspatienten hervorgehoben. Unter den Blasenkrebs-
fällen waren die langsamen Acetylierer deutlich in der Überzahl: bei Betrachtung einer Unter-
gruppe von Chemiearbeitern aus der Farbstoffindustrie waren 22 von 23 untersuchten Blasen-
krebspatienten langsame Acetylierer [61]. Dieser Befund einer Häufung von langsamen 
Acetylierern ist auch in einem größeren Kollektiv von Beschäftigten in der chemischen Indu-
strie bestätigt worden [62].  
Als gesichert kann auch die Assoziation zwischen Blasenkrebs, Zigarettenkonsum und lang-
samem Acetyliererstatus angesehen werden. Eine Zusammenfassung von sechs Studien aus 
verschiedenen europäischen Ländern bestätigt an Hand von 1530 Fällen und 731 Kontrollen 
ein erhöhtes Risiko der Erkrankung an Blasenkrebs für Raucher mit langsamem Acetylierer-
status [63].  
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2.3 Exogene Kanzerogene 
2.3.1 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 
2.3.1.1 Vorkommen 
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) sind mit dem Fortschreiten der 
Industrialisierung und Motorisierung zu einer ubiquitär anzutreffenden Umweltkontamination 
geworden. Sie entstehen bei unvollständigen Verbrennungen von organischem Material wie 
Holz, Kohle und Mineralöl, insbesondere unter Sauerstoffmangel. Sie sind beispielsweise in 
Teer, Ruß, Petroleum, Ölen, Autoabgasen und Tabakrauch enthalten [64]. In städtischen Bal-
lungsräumen sind der motorisierte Straßenverkehr und das Heizen mit fossilen Brennstoffen 
wesentliche Quellen in der Außenluft. Weitere wichtige Belastungsquellen in der Innenraum-
luft sind das Rauchen und der Verzehr von gebratenen, gegrillten und geräucherten Lebens-
mitteln [64]. Über die Luft werden die PAK gebunden an Partikel wie Staub, Ruß und Pollen 
verbreitet. 
 
2.3.1.2 Aufnahme und Verteilung 
Eine Analyse der täglichen Exposition des Menschen ergab, dass die inhalative und die orale 
PAK-Aufnahme sich in der gleichen Größenordnung (wenige ng bis 1 µg pro Tag) bewegen. 
Die PAK werden als lipophile Verbindungen über die Lungenalveolen resorbiert. Dorthin 
können Partikel mit einem Durchmesser von <5 µm gelangen. Größere Partikel lagern sich 
bereits in den oberen und mittleren Atemwegen ab. Durch die mukoziliäre Clearance und das 
Abschlucken von Partikeln mit dem Tracheobronchialsekret gelangen PAK aber auch nach 
Inhalation teilweise in den Gastrointestinaltrakt. Dort werden, wie Tierversuche ergaben, nur 
etwa 10% der aufgenommenen PAK resorbiert [64]. Nach ca. einer Stunde erscheinen kleine 
Anteile der aufgenommenen Dosis in Gallenflüssigkeit, Urin und Lymphe, während der 
Hauptanteil sich auch nach 24 Stunden noch in den intestinalen Ingesta befindet. In die 
Gallenflüssigkeit gelangte, metabolisch konjugierte PAK werden nach Spaltung im Darm-
lumen z.T. erneut resorbiert, unterliegen also einem enterohepatischer Kreislauf. Fettgewebe, 
Nebennieren, Ovarien und Leber stellen die wichtigsten Depotkompartimente für PAK dar, 
ihr Nachweis ist in diesen Geweben noch nach Monaten möglich. Eine einmalige Aufnahme 
einer großen Menge an PAK führt vermutlich durch Hemmung der DNA-Synthese zu 
Schädigungen von mitoseaktiven Geweben (intestinales Epithel, Gonaden, Hämatopoese) 
sowie der Nebennierenrinde. 
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2.3.1.3 Biotransformation 
Das Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) spielt eine wichtige Rolle im Stoffwechsel polyzykli-
scher Kohlenwasserstoffe zu reaktiven Epoxiden, die wiederum durch Epoxidhydrolasen in 
Diole überführt werden.  
Die enzymatischen Reaktionen der Phase I bewirken bei PAK eine gesteigerte Reaktivität 
gegenüber zellulären Makromolekülen einschließlich der DNA, sind andererseits aber 
Voraussetzung für die Reaktionen der Phase II, welche die Hydrophilie des Moleküls ent-
scheidend erhöhen und damit dessen Exkretion durch aktiven Transport über die Nieren, die 
Gallenflüssigkeit und – wie kürzlich für den kanzerogenen PAK Benzo[a]pyren gezeigt wer-
den konnte – das Darmepithel ermöglichen [65]. Durch Glutathion-S-Transferasen, Sulfo- 
und Glucuronosyltransferasen werden diese Epoxide entweder mit Glutathion konjugiert oder 
in phenolische Metaboliten mit Sulfat- bzw. Glucuronidresten transformiert. Diese Phase II-
Prozesse ermöglichen die Elimination nukleophiler und elektrophiler Umwandlungsprodukte. 
Toxikologisch von besonderer Bedeutung ist die Epoxidierung. Epoxide werden aus 
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen durch CYP1A1 und CYP1B1 gebildet. 
Auf Grund ihrer Elektrophilie können Epoxide, zum Beispiel aus Benzo[a]pyren oder 
Aflatoxin B1, Mutationen auslösen, die zur Kanzerogenese führen können. Während das aus 
Benzo[a]pyren zunächst gebildete Epoxid sehr schnell wieder von einer Epoxidhydrolase 
(EH) entschärft wird, ist das im zweiten Oxidationsschritt gebildete Benzo[a]pyren-7,8-diol-
9,10-epoxid nur ein schlechtes Substrat für die Hydrolase, so dass eine weitere Reaktion mit 
der DNA erfolgen kann [66]. Eine Inaktivierung der aus Phase I resultierenden Metaboliten 
erfolgt, wie bereits erwähnt, durch die Epoxidhydrolase, die Epoxide in weniger reaktive 
vizinale Diole umwandelt. Epoxidhydrolasen sind den CYP Enzymen in den Membranen des 
endoplasmatischen Retikulums räumlich eng benachbart, werden aber in ihrer Expression 
getrennt reguliert [67]. Sie katalysieren die Reaktion von Wasser mit Epoxiden zu trans-
Dihydrodiolen [68]. Ihr Vorkommen ist in zahlreichen Geweben beschrieben, darunter im 
Dünndarm. Ihre höchsten Konzentrationen finden sich in der Leber [69]. 
 
2.3.1.4 Toxizität 
Als ersten Hinweis auf die Kanzerogenität dieser Substanzklasse kann die von Percival Pott 
1775 berichtete ungewöhnlich hohe Inzidenz an Skrotumkrebs bei Kaminkehrern gewertet 
werden [5]. 1892 wurde ebenfalls bei Schornsteinfegern sowie bei Arbeitern der Teer und 
Pech verarbeitenden Industrie das Auftreten von Krebs der Haut und inneren Organe 
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beschrieben. Zu den PAK, für die eine kanzerogene Wirkung nachgewiesen ist bzw. diese 
vermutet wird, zählen insbesondere die sieben PAK, die von der amerikanischen Umwelt-
schutzbehörde (US-EPA) als mögliche Kanzerogene (Klasse B2) eingestuft wurden [70]. 
Auch das Ergebnis einer neueren Meta-Analyse von 39 Arbeitsplatzstudien zeigt, dass das 
Risiko für Lungenkrebs bei diesen Expositionen deutlich erhöht ist [71].  
Vergleichenden Untersuchungen haben gezeigt, dass insbesondere Dihydrodiol-Epoxide von 
PAK, welche wie Benzo[a]pyren (nicht jedoch Pyren) eine sogenannte „Bay-Region“ (Bucht 
zwischen vier C-Atomen bzw. drei Benzolringen) aufweisen, kanzerogene Eigenschaften be-
sitzen [72]. Diese Metaboliten gehen u. a. kovalente Bindungen mit der freien Aminogruppe 
des Guanins von DNA und RNA ein [73]. Bei PAK mit einer Fjord-Region, z.B. Dibenzo-
[a,l]yren, führt die Bildung von Diolepoxiden an dieser Stelle zu Metaboliten mit noch stär-
kerer kanzerogener Aktivität, weil in dieser Region aus sterischen Gründen die Entgiftung 
durch Epoxidhydrolasen stärker behindert ist als in der Bay-Region [64]. 
 
2.3.1.5 Verwendete polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 
Es wurden zwei kanzerogene und eine nicht kanzerogene Substanz aus der Klasse der poly-
zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe in die Untersuchungen aufgenommen: 
Benzo[a]pyren (IARC Gruppe 2A), Dibenzo[a,l]pyren (IARC Gruppe 2B) und Pyren (IARC 
Gruppe 3).  
 
2.3.1.5.1 Benzo[a]pyren 
Die ubiquitär vorkommende Modellsubstanz Benzo[a]pyren (Summenformel: C20H12; MW: 
252,32 g/mol) ist als solches nicht reaktiv und wird deshalb als Prokanzerogen bezeichnet. 
Erst die metabolische Aktivierung in Phase I führt zur Bildung hochreaktiver Epoxide, welche 
Reaktionen mit zellulären Makromolekülen (DNA, Proteine) eingehen können [73], wenn 
nicht weitere enzymatisch gesteuerte Transformationen an den gebildeten Epoxiden stattfin-
den. Dazu gehören z.B. die Hydrolyse zu Hydroxymetaboliten durch die Epoxidhydrolase 
oder die Konjugation mit endogenen Substraten in Phase II, wie Sulfat- und Glucuronsäure-
resten oder Glutathion [74].  
In der Leber kann B[a]P durch CYP1A1 unter anderem zum BP-7,8-epoxid oxidiert werden, 
welches dann von der Epoxidhydrolase zum BP-7,8-dihydrodiol hydrolysiert werden kann. 
Anschließend kann es zur Umwandlung zum BP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid, dem ultimalen 
kanzerogenen Metaboliten [75,76] durch weitere CYP-Isoformen kommen, wobei hier 
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besonders das CYP1B1 zu erwähnen ist [77] (Abb. 4). Die vier optisch aktiven 7,8,9,10-
Tetrahydrobenzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-epoxide können als ultimale Kanzerogene die DNA 
unter Bildung von N2-, N7-Guanyl- oder N6-Adenyl-Addukten angreifen [3,7]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4:  Ausgewählte Stoffwechselvorgänge der metabolischen Umwandlung von Benzo[a]py-
ren; GSH = Glutathion; 1 = (+)(7R,8S,9R,10S)-Dihydrodiolepoxid; 2 = (-)(7R,8S,9S,10R)-
Dihydrodiolepoxid (potentestes Kanzerogen); 3 = (-) 7S,8R,9R,10S)-Dihydrodiolepoxid; 
4 = (+)(7S,8R,9S,10R)-Dihydrodiolepoxid 
 
2.3.1.5.2 Dibenzo[a,l]pyren  
Seit den jüngsten Befunden zur Toxizität von PAK, die eine soge-
nannten Fjord-Region enthalten, wie z.B. Dibenzo[a,l]pyren, wird 
die Funktion des Benzo[a]pyrens als Leitsubstanz in PAK-
Gemischen diskutiert. 
 
Abb. 5: Dibenzo[a,l]pyren 
Bay
Fjord
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Dibenzo[a,l]pyren (Summenformel: C24H14; MW: 302,37 g/mol) (Abb. 5) ist ein PAK mit ei-
ner sogenannten Fjord-Region-Struktur, das sich als 100fach toxischer erwies als das ultimal 
mutagene und kanzerogene Benzo[a]pyren-7,8-diol,9,10-epoxid [78,79]. Der Cytochrom 
P450 abhängige Metabolismus der Fjord-Region enthaltenden PAK und insbesondere ihrer 
Derivate wurde von der Arbeitsgruppe von Döhmer [78,79] für menschliche Cytochrom 
P450-Isoenzyme weitgehend aufgeklärt.  
 
2.3.1.5.3 Pyren als Modellsubstanz 
Pyren (Abb. 6) ist in Gemischen von PAK quantitativ sehr stark ver-
treten und wird aus diesem Grund neben Phenanthren als Leitsubstanz 
im Biomonitoring verwendet.  
Abb. 6: Pyren 
 
Pyren (Summenformel: C16H10 , MW: 202,26 g/mol) wurde als Modellsubstanz ausgewählt, 
da es nach Struktur und Molekülgröße als typischer Vertreter der PAK gelten kann, aufgrund 
der fehlenden „Bay-Region“ jedoch nicht die kanzerogenen Eigenschaften hat, die manche 
PAK, vor allem Benzo[a]pyren, in den vergangenen Jahrzehnten in den Mittelpunkt des 
wissenschaftlichen Interesses gerückt haben. Pyren zeigt, im Gegensatz zu Benzo[a]pyren, 
trotz großer Ähnlichkeit der Molekülgestalt keine Mutagenität im Ames-Test [80]. Eine 
fehlende Metabolisierung durch den Organismus ist jedoch nicht die Ursache für diesen 
Unterschied, denn bereits Untersuchungen aus den 50er Jahren belegen eine Metabolisierung 
von Pyren zu Pyren-1-Hydroxid und Pyren-1-Glucuronid in der Leber von Mäusen nach 
intravenöser Injektion [81]. 
 
2.3.2 Aromatische Amine 
2.3.2.1 Vorkommen der untersuchten aromatischen Amine 
Aromatische Amine sind aus der Arbeitsmedizin seit langem als krebserzeugend für den 
Menschen bekannt [44]. Die Exposition am Arbeitsplatz mit aromatischen Aminen erklärt in 
den westlichen Industrieländern etwa ein Viertel aller Blasentumore. 
Bereits wenige Jahrzehnte nach Beginn der industriellen Produktion von Farben auf der Basis 
von Anilin wurden aromatische Amine mit der Entstehung von Harnblasenkrebs in Verbin-
dung gebracht [44]. Im Jahre 1895 beschrieb Rehn drei Fälle von Blasenkrebs bei Arbeitern in 
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der Fuchsin-Farbstoffherstellung. Verantwortlich hierfür machte er das Anilin, obwohl auch 
weitere Amine wie o- und p-Toluidin in der Herstellung verwendet wurden. Für das gehäufte 
Auftreten von Blasenkrebs war aber in erster Linie die chronische Einwirkung von aromati-
schen Aminen, wie die bereits 1898 und 1906 als eindeutig kanzerogen für den Menschen er-
kannten Amine 2-Naphthylamin und Benzidin sowie das erst 1955 erkannte 4-Aminobiphenyl 
verantwortlich.  
Arylamine werden auch heute noch für die Herstellung von Farben, Pharmazeutika, Harzen, 
Isocyankunststoffen, Kautschukchemikalien und Bioziden verwendet. Aromatische Amine 
sind in der Umwelt weit verbreitet. Hierzu tragen auch Autoabgase speziell von Dieselkraft-
stoffen bei, die vor allem Nitroaromaten enthalten, welche im Organismus z.T. in Arylamine 
umgewandelt werden. Besonderes Interesse erlangte in jüngster Vergangenheit das 3-Nitro-
benzanthron als Umweltgift in Dieselabgasen. Diese Substanz zeigte im Ames-Test die 
höchste bisher gemessene Mutagenität aromatischer Mono-Nitroverbindungen [46]. Eine 
zusätzliche Quelle für Arylamine ist der Tabakrauch. Das erhöhte Risiko der Raucher für 
Blasenkrebs wird deshalb ebenfalls mit diesen Aminen in Zusammenhang gebracht.  
Ein Hinweis auf weitere exogene Belastungsquellen sind auch die erhöhten Adduktraten im 
Blut von Kindern aus dicht besiedelten Ballungsräumen [82]. Als weitere Quellen für 
Arylamine wurden neuerdings Nahrungs- und Futtermittel erkannt [83]. Bedeutend ist auch 
die Verwendung von Aryldiaminen in Haarfärbemitteln [84] sowie die Verwendung von 
Benzidin und Abkömmlingen in den Azofarbstoffen, aus denen sie endogen durch Reduktion 
der Azogruppierung durch Darmbakterien oder durch Azoreduktasen in der Leber und 
anderen Geweben freigesetzt werden können [85]. 
 
2.3.2.2 Biotransformation und Fremdstoffmetabolismus der aromatischen Amine 
Voraussetzung für die Entfaltung ihrer toxischen Wirkung und ihrer Fähigkeit zur Bildung 
von DNA-Addukten ist die metabolische Aktivierung der aromatischen Amine. Der Metabo-
lismus wird anhand des 4-ABP beschrieben (Abb. 7). 
Im Fall von 4-ABP und vieler anderer aromatischer Amine ist das Isoenzym CYP 1A2 
verantwortlich für die Aktivierung zum N-Hydroxylamin [86]. In der Leber spielt das kon-
stitutiv induzierbare Isoenzym CYP1A2 die Hauptrolle, ist aber zumindest im Mausmodell 
nicht essentiell für die kanzerogene Wirkung [87]. Das in der Leber gebildete N-Hydroxyl-
amin wird durch hepatische N-Glukuronyltransferasen glukuronidiert. Sowohl das N-Hydro-
xylamin als auch das N-Glukuronid gelangen in den Blutkreislauf [45]. Im Erythrozyten wird 
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das Hydroxylamin durch Hämoglobin unter Bildung von Methämoglobin zum Nitrosobenzol 
oxidiert. Dies ist die Ursache für die toxikologisch relevante Methämoglobinämie, welche bei 
einer akuten Vergiftung auftreten kann [88]. Das Nitrosobenzol wird durch das Enzym 
Diaphorase (=Methämoglobinreduktase) in einer NADPH/H+-abhängigen Reaktion wieder 
zum N-Hydroxylamin reduziert, es kommt durch diesen von Kiese erstmals beschriebenen 
Zyklus zu einer autokatalytischen Methämoglobinbildung [89]. Beide Metaboliten werden in 
geringem Ausmaß renal ausgeschieden und erscheinen im Harn [88]. Durch Bindung der 
Nitrosofunktion an die Thiolgruppen des Cysteins als nukleophile Stelle im Hämoglobin 
kommt es zur Bildung von Hämoglobin- und Albuminaddukten, die man sich wegen ihrer 
Stabilität für das Biomonitoring zunutze macht. Bei Belastung mit niedrigen Dosen kanzero-
gener Arylamine stellt die Bindung an Hämoglobin eine Entgiftung dar. Aus Glutathion-
addukten hingegen werden mittels Glutathionreduktasen die freien Amine zurückgebildet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: Reaktionsschema von Arylaminen bei der Entstehung von Harnblasenkrebs 
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In den Zielorganen der Kanzerogenese kann das gebildete Hydroxylamin entweder direkt bei 
saurem pH oder nach O-Acetylierung durch die NAT1 über ein reaktives Nitreniumion zur 
DNA-Bindung führen. Im sauren Milieu des Blasenlumens wird das Hydroxylamin bei ca. 
pH 5 des Urins protoniert. Nach Abspaltung von Wasser entsteht ein instabiles, reaktives 
Nitreniumion, das mit der urothelialen DNA in einer elektrophilen Reaktion Addukte bilden 
kann [88]. Für aromatische Amine stellt das C8-Atom des Guanins den häufigsten Bindungs-
ort an der DNA dar.  
Neben der Aktivierung der aromatischen Amine über CYP1A2 spielt auch das Enzymsystem 
der N-Acetyltransferasen mit den beiden Isoenzymen NAT1 und NAT2 beim Metabolismus 
der Arylamine eine wichtige Rolle. NAT1 spielt eine wesentliche Rolle bei der metabolischen 
Aktivierung von aromatischen Aminen in der Harnblase. Durch die von NAT1 katalysierte 
O-Acetylierung können zusätzliche elektrophile N-Acetoxy-Derivate entstehen, die ebenfalls 
kovalent an die urotheliale DNA binden können [46,90]. Die Aktivität der NAT1 ist vor allem 
im extrahepatischen Gewebe erhöht und wird mit der Aktivierung von Kanzerogenen unter 
anderem in der Brust, im Kolon und in der Harnblase in Verbindung gebracht [90,91]. Eine 
Aktivität von NAT2 hingegen konnte in der Harnblase nicht nachgewiesen werden [91]. Die 
N-Acetylierung durch die NAT2 in der Leber ist im Gegensatz zur O-Acetylierung durch die 
NAT1 als eine Entgiftungsreaktion zu betrachten und wirkt laut epidemiologischen Studien 
der Aktivierung durch CYP1A2 entgegen. Neben der Leber findet die Expression der NAT2 
beim Menschen noch im Dickdarm, dem Pankreas und der Brustdrüse statt. Da die NAT2 
identisch ist mit der O-Acetyltransferase des Kolons, katalysiert sie sowohl die N-Acetylie-
rung der Arylamine in der Leber als auch die O-Acetylierung der N-Hydroxymetaboliten im 
Kolon. Das N-Acetylamin kann dann durch CYP1A2 zum N-acetylierten N-Hydroxylamin 
oxidiert werden. Eine N-Acetylierung mit anschließender Transacetylierung (intramolekularer 
N,O-Acetyltransfer) findet in achtfach geringerem Ausmaß statt als die durch CYP1A2-
katalysierte N-Oxidation der aromatischen Amine [92]. Die NAT2 ist polymorph, d.h. es gibt 
Varianten mit unterschiedlicher metabolischer Aktivität, kann aber im Gegensatz zu CYP1A2 
durch exogene Faktoren kaum induziert werden [60,93-97]. Dies erklärt auch, dass schnelle 
Acetylierer mit hoher Konzentration an funktioneller NAT2 in der Leber bei gleicher 
Belastung mit aromatischen Aminen weniger Methämoglobin bilden und niedrigere Hämo-
globinadduktraten aufweisen als langsame Acetylierer und daher weniger empfindlich gegen-
über den Giftwirkungen der Arylamine sind [98]. Etwa die Hälfte der Deutschen haben ein 
defektes NAT2 und werden aufgrund dessen als langsame Acetylierer eingestuft [99]. Wie die 
N-Acetylierung stellt auch die N-Glucuronidierung der N-Hydroxylamine in der Leber primär 
Theoretischer Hintergrund 18 
eine Entgiftungsreaktion dar. Das N-Glucuronid kann aber durch bakterielle Glucosidasen 
nach biliärer Ausscheidung im Darm oder bei Harnwegsinfektionen wieder gespalten werden. 
Im Darm führt dies zur Rückresorption des Hydroxylamins (enterohepatischer Kreislauf), in 
Zielorganen eventuell zur Aktivierung und DNA-Bindung. In letzterem Fall ist das N-
Glucuronid als Transportform zu betrachten. 
Bei der N-Hydroxylierung spielen genetische Einflüsse eine geringere Rolle. Die bis zu 
hundertfachen Unterschiede in der N-Hydroxylierungsaktivität in Humanlebermikrosomen 
werden überwiegend auf Umwelteinflüsse, das Rauchen und die Ernährung zurückgeführt 
[100]. Die Hämoglobinaddukte von 4-ABP sind bei vergleichbarer Belastung z.B. durch das 
Zigarettenrauchen bei langsamen Acetylierern, die gleichzeitig schnelle N-Hydroxylierer 
sind, eindeutig am höchsten. Entsprechende Angaben fehlen für die monocyclischen aromati-
schen Amine, obwohl diese in 10- bis 1000fach höherer Konzentration am Hämoglobin 
gebunden vorliegen. Untersuchungen haben das paradoxe Ergebnis gezeigt, dass sich mit 
zunehmender Passivrauchbelastung die Adduktwerte der Toluidine erniedrigen [82,101]. Die 
Bedeutung aktivierender und inaktivierender Enzyme ist für diese Amine so gut wie nicht 
charakterisiert. Daten zur Wechselwirkung dieser Amine untereinander gibt es nicht. 
 
2.3.2.3 Toxizität 
Neben der Blasenkanzerogenität als bedeutendster chronischer Giftwirkung besitzen die Aryl-
amine auch eine mittlere bis starke akute Toxizität. Als akute Toxizität der monozyklischen 
aromatischen Amine ist die ausgeprägte Fähigkeit zur Methämoglobinbildung zu nennen. 
Diese beruht auf einer Verstoffwechslung der aromatischen Amine zu den entsprechenden 
Nitrosoverbindungen, die als ausgesprochene Methämoglobinbildner gelten. Bei bizyklischen 
aromatischen Aminen, bei welchen die Methämoglobinbildung eine untergeordnete Rolle 
spielt, stehen Leber- und Nierenschädigungen im Vordergrund. 
 
2.3.2.4 Verwendete Aromatische Amine 
Von den aromatischen Aminen wurden 2 Einzelsubstanzen mit hohem kanzerogenen 
Potential, 4-Aminobiphenyl (IARC Gruppe 1) und o-Toluidin (IARC Gruppe 2A), sowie eine 
Einzelsubstanz ohne bekanntes kanzerogenes Potential, m-Toluidin, zur Prüfung ausgewählt 
(Abb. 8). 
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o- Toluidin         m-Toluidin               4-Aminobiphenyl 
Abb. 8: Strukturen der untersuchten aromatischen Amine 
 
2.3.2.4.1 4-Aminobiphenyl 
4-Aminobiphenyl (Summenformel: C12H11N; MW: 169,23 g/mol) gehört zu den wenigen 
Substanzen, die als eindeutig krebserzeugend für den Menschen eingestuft werden (http:// 
www.cie.iarc.fr/monoeval/grlist.html). Es wird in der Leber durch das konstitutive, induzier-
bare CYP1A2 N-hydroxyliert und in der Blase durch die NAT1 zur ultimalen DNA-binden-
den Spezies O-acetyliert (Abb. 7). Alternativ wird es in der Leber durch die polymorphe 
NAT2 entgiftet. Wegen seines Vorkommens im Zigarettenrauch und der damit verbundenen 
höheren Belastung beim Raucher, die mit dem erhöhten Krebsrisiko der Raucher für die 
Harnblase korreliert, hat sich das 4-Aminobiphenyl zu einer Leitsubstanz der aromatischen 
Amine entwickelt, für die der Stoffwechsel und die DNA-Bindung sehr gut charakterisiert 
sind [44,102]. Nachdem in jüngsten Befunden 4-Aminobiphenyl Toxizität und Kanzeroge-
nität auch bei knock-out Mäusen trotz fehlendem aktiven CYP1A2 gezeigt hat, sind Zweifel 
an der Rolle dieses Enzyms bei der Maus aufgekommen [87,103]. 
 
2.3.2.4.2 ortho-Toluidin 
o-Toluidin (Summenformel: C7H9N; MW: 107,2 g/mol) ist ein monocyclisches aromatisches 
Amin mit stark kanzerogener Wirkung für die Blase, für das eine hohe Umweltbelastung be-
steht. Kinder aus Oberbayern hatten durchschnittlich 20mal höhere Hämoglobinaddukte von 
o-Toluidin als von 4-Aminobiphenyl [82]. Die Rolle von Humanenzymen in der Aktivierung 
dieses Amins ist weitgehend unbekannt. In der menschlichen Zelllinie MCL-5 und in abge-
schilferten Zellen aus Muttermilch und Harn konnte im Comet Assay eine Aktivierung von 
o-Toluidin nachgewiesen werden [104-106]. Im Rattenversuch induziert Phenobarbital die 
Hämoglobinadduktbildung stärker als der CYP1A2-Induktor 2-Naphthoflavon [107]. Dies 
stellt die Rolle von CYP1A2 als hauptsächlich aktivierendes Enzym bei der Ratte in Frage. 
Zur Bedeutung der N-Acetyltransferasen 1 und 2 hinsichtlich Aktivierung und Inaktivierung 
von o-Toluidin ist nichts bekannt. 
NH2
CH3
NH2
CH3
NH2
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2.3.2.4.3 meta-Toluidin 
m-Toluidin (Summenformel: C7H9N; MW: 107,2 g/mol) ist nicht kanzerogen und erzeugt 
beim Menschen auch Hämoglobinaddukte, die im Vergleich zu den anderen Isomeren der 
Toluidine sogar noch höher ausfallen [108]. Daraus lässt sich auf eine nicht unerhebliche 
Belastung der Umwelt mit m-Toluidin schließen. Seine Rolle in Gemischen von aromatischen 
Aminen ist noch völlig unbekannt. 
 
2.4 Nachweis von kanzerogenen Wirkungen 
2.4.1 Die Zelllinie V79MZ 
Die Zelllinie V79 wurde in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts aus morphologisch und 
neoplastisch transformierten Lungenfibroblasten eines adulten männlichen Chinesischen 
Hamsters etabliert [109]. Sie hat seitdem breite Anwendung in Toxizitäts- und Mutagenitäts-
studien gefunden [110-112].  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Lichtmikroskopische Aufnahme parentaler V79-Zellen im Phasenkontrast bei 200-
facher Vergrößerung bei 50%iger (a) und 100%iger (b) Konfluenz. Die Zellen wachsen 
während der G- und S- Phase flach am Boden angeheftet und besitzen zahlreiche 
Nukleoli. Mitotische Zellen, idealer Weise etwa 3% aller Zellen, runden sich vorüber-
gehend ab. Nach Durchlaufen der Mitose breiten sich die Tochterzellen im Medium 
aus, heften sich wieder an und bilden einen immer dichteren Zellrasen. V79-Zellen be-
sitzen keine messbare endogene Cytochrom P450-Aktivität. Der in dieser Arbeit ver-
wendete Mainzer Subklon V79MZ wurde hinsichtlich seiner endogenen Enzymausstat-
tung eingehend charakterisiert [113,114]. Im Gegensatz zum Neuherberger Subklon 
V79NH enthält er keine nennenswerte N-Acetyltransferaseaktivität [23]. 
 
Die Verdopplungszeit von V79-Zellen ist mit durchschnittlich 10-12 Std. im Vergleich zu 
allen anderen Zelllinien die bislang kürzeste. Sie wachsen adhärent in Einzelschichten. 
V79-Zellen lassen in ihrer Morphologie (spindelförmige Zellgestalt, Faserproduktion) den 
Ursprung aus dem Bindegewebe deutlich erkennen. Bei 100%iger Konfluenz beträgt die 
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Zelldichte etwa 5 x 107 Zellen pro 150 cm2 (Abb. 9), entsprechend einer Gesamtproteinmenge 
von 5 mg bzw. 1,5 mg mikrosomalem Protein. 
Glatt et al. [114] fanden in V79-Zellen zwar Cytochrom-P450-Reduktase- und Epoxidhydro-
lase-, aber keinerlei Monooxygenaseaktivität. Die Zellen besitzen eine hohe Aktivität von 
Glutathion-S-Transferasen, aber keine endogene Aktivität von UDP-Glucuronosyltransferasen 
[115,116] oder Enzymen der SULT-Superfamilie. 
In vivo-Systeme, wie sie beispielsweise Versuchstiere repräsentieren, sind sehr komplex, 
haben einen unspezifischen Hintergrund, sind nur eingeschränkt standardisierbar und spielen 
daher bei der Beantwortung mechanistischer Fragestellungen nur eine untergeordnete Rolle. 
Demzufolge sind die aus Inhibitions-, Induktions- und knock-out-Studien resultierenden 
Daten oft widersprüchlich und nur bedingt miteinander vergleichbar. Rekombinante in vitro-
Testsysteme sind dagegen durch eine gute Standardisierbarkeit, hohe Spezifität, niedrige 
Komplexität und hohe Prädiktivität gekennzeichnet. Dies trifft auch für das V79-Expressions-
system zu.  
Im Gegensatz zu anderen Expressionssystemen bieten V79-Zellen eine Vielzahl toxikologi-
scher Endpunkte bei niedrigem und stabilem Hintergrund und eignen sich daher besonders für 
Mutagenitäts- und Toxizitätsstudien [111]. Insbesondere zeichnen sich V79-Zellen gegenüber 
allen anderen Säugerzelllinien, einschließlich solcher vom Menschen, durch einen außer-
gewöhnlich stabilen, pseudodiploiden Karyotyp mit konstanter Chromosomenzahl aus, der 
auch nach Transfektion mit Fremd-DNA erhalten werden kann [117]. Dies ist gerade im 
Hinblick auf cytogenetische Endpunkte entscheidend. V79-Zellen haben darüber hinaus eine 
sehr kurze Generationszeit von weniger als 12 Stunden und lassen sich mit hoher Klonie-
rungseffizienz stabil transfizieren [118]. Für die Spezifität des Testsystems spricht, dass die 
hier verwendeten V79-Zellen des sogenannten Mainzer Subklons (V79MZ) weder endogenes 
Cytochrom P450 [119,120] noch signifikante N-Acetyltransferase-Aktivitäten aufweisen [23]. 
Daher sind sie sowohl für das transfizierte Cytochrom P450-Isoenzym, als auch für die 
polymorphen Formen der N-Acetyltransferase Typ 2 exakt definiert. 
Mit Hilfe der Gentechnik lassen sich Zellkulturen (V79-Zellbatterie) mit speziellen Eigen-
schaften zur metabolischen Aktivierung konstruieren, vorrangig den Cytochromen P450 des 
Menschen, mit denen schnell und genau toxische Wirkungen untersucht werden können. Die 
Ergebnisse sind besonders wegen der gentechnologischen Konstruktion mit Enzymen des 
Menschen von unmittelbarer Relevanz für die Risikobewertung beim Menschen. Es werden 
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speziesbedingte Unterschiede vermieden und die Notwendigkeit von Tierversuchen wird ver-
ringert. 
 
2.4.2 Bewertung von Stoffgemischen 
Die gentechnologisch konstruierte V79-Zellbatterie soll eingesetzt werden, um ein dringendes 
Problem der Umwelttoxikologie zu lösen, nämlich die Bewertung der Toxizität von Stoff-
gemischen. Während die toxikologische Bewertung von Einzelsubstanzen in den vergangenen 
Jahrzehnten das vorrangige Problem darstellte, wurde zunehmend deutlich, dass es zur toxiko-
logischen Bewertung der realen Exposition des Menschen gegenüber Stoffgemischen eines 
anderen Konzeptes bedarf als das, welches zur toxikologischen Bewertung von Einzel-
substanzen angewendet wird.  
Das dringendste Problem in der Risikoabschätzung von Stoffgemischen besteht darin, zu 
klären, ob sich die Toxizität des Gemisches von der Summe der Toxizitäten der Einzel-
substanzen unterscheidet, ob sie entweder geringer oder höher ausfällt. Um dies beurteilen zu 
können, muss geklärt werden, ob die Einzelstoffe in Stoffgemischen untereinander Wechsel-
wirkungen eingehen können oder nicht. Die Art der Wechselwirkung kann grundsätzlich 
synergistischer oder antagonistischer Art sein. Eine synergistische Wechselwirkung liegt vor, 
wenn die kombinierte Wirkung zweier oder mehrerer Einzelstoffe größer als die bloße 
Addition der Wirkungen der Einzelstoffe ist. Antagonistische Effekte treten dann auf, wenn 
die Ausprägung der toxischen Wirkungen der Einzelstoffe in Gemischen gegenseitig behin-
dert wird, so dass die Summe der Toxizität geringer als die bloße Addition der Wirkungen der 
Einzelstoffe ist.  
 
2.4.3 Cytotoxizität 
2.4.3.1 MTT Assay 
Der MTT-Test wurde zur Messung der Aktivität der Succinatdehydrogenase in lebenden V79-
Zellen angewendet [79]. Dieses mitochondriale Enzym katalysiert im Citratzyklus durch De-
hydrierung die Umwandlung von Succinat zu Fumarat und ist eng mit der Atmungskette ver-
bunden. Das Enzym gibt somit Aufschluss über die metabolische Aktivität der Zellen. Grund-
prinzip dieses Testes ist die wasserstoffabhängige Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes 
MTT zu lila Formazankristallen (Abb. 10). Dabei dringt das MTT in die Zellen ein, der 
Tetrazoliumring wird durch Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien aufgebrochen und 
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schließlich entsteht das alkohollösliche dunkelblaue Formazan, welches spektralphotome-
trisch bei einer Wellenlänge von 570 nm nachgewiesen werden kann.  
 
 
 
 
 
Abb. 10: Umwandlung von MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu 
Formazan 
 
2.4.4 Genotoxizität: Nachweis von Mutationen in vitro 
2.4.4.1 Hypoxanthin-Phospho-Ribosyl-Transferase-(HPRT-)-Test zur Erfassung der 
Mutagenität 
Der HPRT-Test dient zum Nachweis möglicher Mutagene und Kanzerogene in Säugetier-
zellen. Der Test wird zur Feststellung chemisch induzierter Genmutationen angewendet und 
ist zum Nachweis von Basenpaarmutationen, Frameshiftmutationen und kleineren Deletionen 
geeignet.  
Der HPRT-Locus repräsentiert eine Genregion, die einer besonders erhöhten Mutations-
frequenz unterliegt. Das HPRT-Gen stellt aufgrund seiner mittleren Größe und Exon-Intron-
Struktur ein repräsentatives Gen für Mutationsuntersuchungen dar. Besonders eignet es sich 
aufgrund der Möglichkeit, Zellen zu selektieren, die eine Mutation in diesem Gen tragen. Die 
HPRT ist ein Enzym, welches freie Purinbasen in Nucleosidmonophosphate umwandelt und 
sie dadurch für die Synthese von Nukleinsäuren zur Verfügung stellt. Dieser Reaktionsweg 
dient der Wiederverwertung von Purinen, die durch enzymatischen Abbau aus Nukleotiden 
entstanden sind (purine salvage pathway) und stellt einen energiesparenden Weg zur Synthese 
von Purinnukleotiden dar. Die HPRT ist jedoch nicht essentiell, denn Purinnukleotide können 
von der Zelle auch über eine energieaufwendigere Neusynthese hergestellt werden. Es ist da-
her möglich, einen der beiden Wege zu blockieren, ohne die Lebensfähigkeit der Zelle einzu-
schränken. Die HPRT erkennt neben den Purinen Hypoxanthin und Guanin auch die Purin-
analoga 6-Thioguanin und 8-Azaguanin als Substrat. Für die Zelle sind diese modifizierten 
Nukleosidmonophosphate letal [121,122]. Die Mutagenese des HPRT-Gens kann verfolgt 
werden, indem die Zellen einem 6-Thioguanin-haltigen Medium ausgesetzt werden (Abb. 11). 
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Zellen, die eine funktionsstörende Mutation in ihrem HPRT-Gen besitzen, sind aufgrund der 
fehlenden HPRT-Aktivität resistent gegenüber den toxischen Purinanaloga und überleben in 
einem Medium, das 6-Thioguanin enthält. Der HPRT-Mutagenitätstest nutzt diese Resistenz 
zur Selektion von Mutanten. Die Zahl der Kolonien ist ein Maß für das mutagene Potenzial 
eines Fremdstoffes und seiner Metaboliten. Dabei werden alle Mutationen erfasst, die eine 
Funktionsstörung des HPRT-Enzyms verursachen. Eine weitere wichtige Voraussetzung für 
eine Selektion auf HPRT-Mutanten ist die funktionelle Hemizygotie, so dass eine rezessive 
Mutation zur Manifestation eines HPRT-defizienten Phänotyps ausreicht. Bei allen bisher 
untersuchten Säugetieren ist das HPRT-Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert [123,124].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 11: Ablauf des HPRT-Assays (modifiziert nach Greim und Deml [125]) 
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Inkubation mit 6-Thioguanin besser.
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2.4.5 Nachweis von Chromosomenschäden in vitro: Einzelzell-Mikrogelelek-
trophorese-Assay (Comet Assay) zur Erfassung genotoxischer Effekte  
Ein Genotoxizitätstest, der in den letzten Jahren aufgrund seiner Sensitivität und einfachen 
Handhabung an Bedeutung gewonnen hat, ist die Einzelzellgelelektrophorese (SCGE oder 
Comet Assay) [126,127]. Der Comet Assay ist eine mikrogelelektrophoretische Technik, die 
ermöglicht, DNA-Schäden wie Einzel- und Doppelstrangbrüche einzelner Zellen zu unter-
suchen. Der Assay hat seinen Namen aufgrund der typischen, an Kometen erinnernden 
Ausbildung von elektrophoretisch aufgetrennter DNA erhalten (Abb. 12). Er ermöglicht die 
Darstellung von DNA-Schädigungen, die durch biologische, physikalische oder chemische 
Noxen an Einzelzellen induziert werden. Der Comet Assay weist in seiner alkalischen 
Version hauptsächlich Einzelstrangbrüche nach, die gegenüber Doppelstrangbrüchen weitaus 
häufigere substanzinduzierte Form [128,129]. Darüber hinaus kann ein Teil der gemessenen 
DNA-Fragmente aus einer Exzisions-Reparatur der DNA stammen [130]. Hierbei zeigt die 
DNA einzelner Zellen nach Behandlung unter Elektrophoresebedingungen eine Wanderung in 
Anodenrichtung, proportional zu dem Ausmaß der induzierten Schädigung. Die Migration 
wird durch die Schädigung des Kerninhalts und die Auflösung der Verdrillung der DNA mög-
lich. DNA-Fragmente haben eine elektrische Polarisation und wandern in Anodenrichtung. Je 
höher die Fragmentierung, desto höher ist der Anteil der sich am Schluss der Elektrophorese 
im Schweif des Kometen befindlichen DNA in Relation zur ungeschädigten DNA im Kopf. 
Hierbei geht der Anteil der DNA im Schweif multipliziert mit der mittleren Wegstrecke in das 
Olive Tail Moment ein [131], das somit ein quantitatives Maß der DNA-Strangbrüche dar-
stellt.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 12:  Mit Ethidiumbromid angefärbte Zellkerne nach Durchführung des Comet Assays. 
A) Zelle ohne erkennbare DNA-Schäden, B) geringe DNA-Migration, C) und D) zuneh-
mende DNA-Migration. 
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Zur Durchführung wird eine Einzelzellsuspension verwendet (Abb. 13). Die Zellen werden in 
Agarose aufgenommen und auf Objektträger aufgetragen. Darauf erfolgt die Lyse der Zellen, 
in deren Verlauf die Zellmembranen und Proteine zerstört werden. Für den Nachweis von 
Einzelstrangbrüchen und alkalilabilen Stellen wird eine Alkalidenaturierung der DNA mit 
anschließender Elektrophorese unter alkalischen Bedingungen durchgeführt. Die Präparate 
werden dann mit einem DNA-bindenden Farbstoff angefärbt und mikroskopisch ausgewertet. 
Zellen mit runden Zellkernen werden als Zellen ohne nachweisbare DNA-Schäden angesehen. 
In Zellen mit DNA-Schäden wandert chromosomale DNA aus dem Kernbereich in Richtung 
der Anode.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Ablaufschema des Comet Assays [132] 
 
2.4.6 Kovalente Bindung von Fremdstoffen an die DNA 
2.4.6.1 32P-Postlabeling-Verfahren zum Nachweis von DNA-Addukten 
Das 32P-Postlabeling stellt eine Methode zum Nachweis von Fremdstoffen dar, die kovalent 
an Basen der DNA gebunden sind. Sie ist die zur Zeit empfindlichste Methode, mit der bei 
Verwendung von 10 µg DNA der Nachweis von 1 bis 10 Addukten in 1010 normalen Nukleo-
tiden gelingt [133]. 
Anfang der achtziger Jahre wurde die Methode von Reddy, Gupta und Randerath entwickelt. 
[134,135]. Seit der Veröffentlichung dieser Methode wurden viele Modifikationen durchge-
führt. Die Methode besteht im Wesentlichen aus folgenden Schritten (Abb. 14): Zunächst 
Theoretischer Hintergrund 27 
wird DNA aus Gewebeproben oder aus Zellen gewonnen und enzymatisch zu den ent-
sprechenden Desoxyribonukleotid-3-Monophosphaten verdaut. Diese werden mit Hilfe von 
T4 Polynukleotidkinase und unter Verwendung von [γ-32P]-ATP zu den entsprechenden 
[5-32P]Desoxyribonukleotid-3,5-Diphosphaten phosphoryliert und dabei radioaktiv markiert. 
Der hohe Überschuss an normalen Nukleotiden macht es notwendig, die modifizierten 
Nukleotide anzureichern und damit die Empfindlichkeit des Verfahrens zu steigern. Dies kann 
durch Extraktion mit Butanol oder durch Behandlung mit Nuklease P1 erfolgen. Die Nuklease 
P1 dephosphoryliert eine Reihe von adduktbeladenen Nukleotiden deutlich schlechter als die 
normalen Nukleotide. Dies gilt besonders für Addukte von PAK, den sog. bulky adducts. Bei 
den Addukten aromatischer Amine ist die Butanol-Extraktionsmethode von Vorteil, weil die 
Aminaddukte durch die Nuklease P1 größtenteils dephosphoryliert werden. [136]. Die Anrei-
cherung von Addukten kann auch chromatographisch erfolgen, z.B. durch HPLC oder 
Immunchromatographie oder mit Hilfe der Festphasenextraktion [137]. Danach werden die 
modifizierten Nukleotide chromato-
graphisch von den normalen Nu-
kleotiden getrennt und anschließend 
erfolgt die Auftrennung verschiedener 
Addukte. Die markierten Addukte 
werden durch Autoradiographie und 
Szintillationsmessung quantifiziert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 14: Nachweis von DNA- 
 Addukten mittels 32Post-
 labeling 
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3 Aufgabenstellung  
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Toxizität von Umweltchemikalien in gentech-
nisch veränderten Zellen. Am Modell der V79 Zellbatterie sollte die Rolle einer Metabolisie-
rung durch humane Enzyme aus der Reihe der Cytochrome P450 und der N-Acetyltrans-
ferase 2 für die Cytotoxizität, Genotoxizität und Mutagenität für ausgewählte Substanzen aus 
der Klasse der polyzyklischen Kohlenwasserstoffe und der aromatischen Amine aufgeklärt 
werden. Eindeutig kanzerogene und nicht kanzerogene Verbindungen sollten alleine und in 
Kombination getestet werden.  
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4 Material und Methoden 
4.1 Laborgeräte 
Bezeichnung Hersteller 
8-Kanal-Pipette, 30-300 µl Eppendorf, Hamburg 
Analysenwaage, Mettler Spoerhase A.G. Giessen 
Analysenwaage, precision A-150-SX Cobos, Hamburg 
Autoklav, Varioklav Dampfsterilisator H+P Labortechnik AG, 
Oberschleißheim 
Brutschrank Hera Cell 240 Heraeus-Kendro, Langensebold 
Digital pH Meter Ino Lab pH Level 1 WTW GmbH, Weilheim 
Einfrierbehälter, Cryo 1C Freezing Container, 
-1°C/min 
Nalgene, Wiesbaden 
Elektrophorese Consort Power Supply E 835 Roth, Karlsruhe 
Fluoreszenzmikroskop BX 60 Olympus, Hamburg 
Fluoroscan Ascent CF Thermolab, Düsseldorf 
Fuji BAS 1000 Bio-Imaging Analyzer mit 
Software BAS Reader for Tina 
Raytest, Straubenhardt 
Elektrophoresekammer Pharmacia Biotech, Freiburg 
Heissluftsterilisator Werner, Görlitz 
HG-Lampe U-RFL-T Olympus 
Kolonienzähler, Hand-Stückzähler Stucki, Hannover 
Kühlpumpe C 25 P Thermo Haake, Karlsruhe 
Kühlzentrifuge, Mikro 22R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 
Lichtmikroskop Axiovert 135M Carl Zeiss, Göttingen 
Magnetrührer, MAG-H Bachofer, Reutlingen 
Minifuge GL Heraeus-Kendro 
Multilabel Counter 1420 Victor² Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim 
Multipette plus Eppendorf 
Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim 
Pipetten Eppendorf Research: Modelle: 0,5-10;  
10-100; 20-200; 100-1000 µL 
Eppendorf 
Pipettus-Akku, pipetboy acu, elektrische 
Pipettierhilfe für serologische Meßpipetten 
Integra Biosciences AG, Chur 
Rotlichtlampen dukalux SL Kindermann, Ochsenfurt 
Rubber Policeman (Gummiwischer) Nunc, Wiesbaden 
Sterilbank, Hera safe Heraeus-Kendro 
Thermomixer 5436 Eppendorf 
Tischzentrifuge Hettich Mikro 22 R Hettich Zentrifugen 
Ultraturrax T25 Bachofer 
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Vacuum Centrifugal Concentrator Bachofer 
Vortex-Rüttler, VF 2 IKA-Labortechnik, Staufen 
Waage, Delta Range, Mettler PC 440 Mettler Waagen GmbH, Giessen  
Wasserbad, LAUDA Thermostat Messgeräte Werk Lauda, Chur 
 
4.2 Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
6-well Platte, steril Nunc, Wiesbaden 
96-well Mikrotiterplatte, steril Nunc 
Chromatographiepapier (1,3 mm) Schleicher und Schüll, Dassel 
Chromatographiepapier Nr. 17 und Nr. 1 Whatman, Maidstone 
Combitips plus; 5 und 10 mL Eppendorf 
Deckgläser, 24x60 mm R. Langenbrinck, Emmendingen 
Einmalspritzen: 5, 10, 50 mL, steril B. Braun, Melsungen 
Gewebekulturflaschen: 25, 75, 175 cm², steril Greiner, Frickenhausen 
Gewebekulturschalen (92x17 mm), Petrischalen Nunc 
Kanülen, Sterican: 0,90 x 40 mm B. Braun 
Kryobehälter, cryo sleeve Nalgene 
Objektträger, extra weißes 76x26 mm Glas mit  
5 mm Mattrand an beiden Längsseiten 
R. Langenbrinck 
Pasteurpipetten, 23 mm  Fisher Scientific, Schwerte 
PEI-Folien, Polygram CEL 300 PEI DC Macherey und Nagel, Düren 
Pipettenspitzen: 
Ep T.I.P.S.: 0,5-20; 2-200; 20-300; 50-1000 µL 
Eppendorf 
Reaktionsgefäße: 1,5 und 2 mL Eppendorf 
Reaktionsgefäße: 15 und 50 mL, steril BD-Falcon, Heidelberg 
Rotilabo-Spritzenfilter, steril: 0,22 µM, PVDF Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Serologische Pipetten: 2, 5, 10, 25 mL; einzeln, 
steril verpackt 
BD-Falcon, Heidelberg 
 
4.3 Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller  
2-Aminofluoren Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
4-Aminobiphenyl Sigma-Aldrich 
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt 
Ammoniumformiat Fluka, Neu-Ulm 
Ampicillin Sigma-Aldrich 
Aqua-Phenol Appligene-Oncor, Heidelberg 
Benzo[a]pyren Sigma-Aldrich 
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BSA, bovine serum albumin NewEnglandBiolabs, Schwalbach 
Chloroform Merck, Darmstadt 
Dibenzo[a,l]pyren Biochemisches Institut für Umwelt-
carcinogene, Grosshansdorf 
Dicumarol Sigma-Aldrich 
DMBA Sigma-Aldrich 
DMEM-Medium Gibco-Invitrogen, Karlsruhe 
DMSO Roth, Karlsruhe  
EDTA Sigma-Aldrich 
Eisessig, p.a. 100% Roth 
Ethanol 70% Roth 
Ethanol, p.a. Merck 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich 
FCS, foetal calf serum Gibco-Invitrogen 
Geneticin 418-Lösung 50 mg/mL Gibco-Invitrogen 
Glucose-6-Phosphat Applichem, Darmstadt 
H2O, Ampuwa Fresenius AG, Bad Homburg 
HCl, Salzsäure 37% Merck 
HEPES Applichem 
Hygromycin B Applichem 
Isopropanol, 1-Propanol Merck 
KCl Sigma-Aldrich 
KH2PO4 Sigma-Aldrich 
KOH Sigma-Aldrich 
Kristallviolett Merck 
LE Agarose, Sea Kem Biozym, Hessisch Oldendorf 
L-Glutamin, 200 MM (100x) Gibco-Invitrogen 
LMP Agarose, Sea Plaque GTG agarose Biozym 
meta-Toluidin Sigma-Aldrich 
Methanol p.a,  Merck 
MgCl2*6 H2O Merck 
MNNG Sigma-Aldrich 
MTT Roth 
Na2HPO4, Dinatriumhydrogenphosphat Merck 
NaCl Merck 
NADH-Na2 Applichem 
NADPH Applichem 
NADPH-Na4 Applichem 
NADP-Na2 Applichem 
NaF Sigma-Aldrich 
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NaOH Merck 
n-Butanol Sigma-Aldrich 
N-Lauroyl Sarconisat Sigma-Aldrich 
ortho-Toluidin Sigma-Aldrich 
PBS, phosphate buffered saline, steril Gibco-Invitrogen 
Penicillin/Streptomycin; 10.000 units/mL 
Penicillin G-Natrium und 10.000 µg/mL 
Streptomycin Sulfat in 0,85% NaCl 
Gibco-Invitrogen 
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) Sigma-Aldrich 
Pyren Fluka 
SDS Sigma-Aldrich 
Tetrabutylammoniumchlorid Sigma-Aldrich 
Thioguanin, 2-Amino-6-mercaptopurin Sigma-Aldrich 
Tris Merck 
Triton X 100 Roth 
Trypanblau; 0,4% in 0,85% NaCl Gibco-Invitrogen 
Trypsin/EDTA (1x) in HBSS W/O CA&MG 
W/EDTA 4 Na 
Gibco-Invitrogen 
 
4.4 Lösungen 
Komplett-Medium (DMEMKomplett) 
10% FCS     50 mL/500 mL 
2 mM Glutamin    5 mL/500 mL 
100 IU/mL Pen. /100 µg/mL Strep.  5 mL/500 mL 
 
MTT-Lösung 
Stammlösung: c= 5 mg/mL: 
250 mg MTT in 50 mL PBS-Puffer lösen und steril filtrieren 
Gebrauchslösung: Stammlösung 1:5 mit DMEMKomplett verdünnen 
 
Kofaktor-Lösung 
67,0 mg Glucose-6-Phosphat-Na2 x 2 H2O 
22,9 mg NADP-Na2 x 4 H2O 
23,6 mg NADH-Na2 x 3 H2O 
10,1 mg NADPH-Na4 x 4 H2O 
in 1 mL gekühlte PBS lösen und auf pH 7,4 (mit 0,1 M NaOH bzw. mit 0,1 M HCl) 
einstellen, anschließend steril filtrieren. Erst kurz vor Gebrauch herstellen und auf Eis lagern. 
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Thioguanin-Stammlösung (HPRT Assay) 
250 mg 6-Thioguanin werden in 50 mL aqua dest., welches mit 1 mL 0,5 M NaOH-Lösung 
versetzt wurde, gelöst und steril filtriert. 
Lagerung bei -20°C. 
 
Thioguaninhaltiges Medium (HPRT Assay) 
700 µl Thioguanin-Stammlösung auf 500 mL DMEMKomplett 
 
Kristallviolett-Lösung (HPRT Assay) 
1-5 g/L Methanol-Eisessig (3:1) 
 
0,9%ige NaCl-Lösung (HPRT Assay) 
9 g NaCl auf 1 L aqua dest. 
 
PBS 1x (ohne Ca++ und Mg++) 
8,0 g NaCl (137 mM) 
0,2 g KCl (2,7 mM) 
2,5 g Na2HPO4 (14 mM) 
0,2 g KH2PO4 (1,4 mM) 
auf 1 L H2O dest. und pH auf 7,4 einstellen. 
 
Lyse-Lösung (Comet Assay) 
146,1 g NaCl (2,5 M) 
29,2 g EDTA (100 mM) 
1,2 g Tris (10 mM) 
1% Na Lauroyl Sarcosinat 
auf 1 L H2O dest. und pH auf 10,0 mit NaOH einstellen; 60 min. vor Gebrauch 89 mL mit 
10 mL DMSO und 1 mL Triton versetzen und bei 4°C aufbewahren. 
 
Elektrophoresepuffer (Comet Assay) 
48 g NaOH (300 mM) 
1,168 g EDTA (1 mM) 
auf 4 L H2O dest. Kurz vor jedem Lauf frisch ansetzen und auf 3 °C kühlen. 
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Neutralisierungslösung (Comet Assay) 
48,46 g Tris (0,4 M) 
auf 1 L H2O dest. pH auf 7,5 mit HCl einstellen. 
 
Färbelösung (Comet Assay) 
20 µg/mL Ethidiumbromid 
von 10 x Stammlösung (200µg/mL), 1:10 Verdünnung mit H20 dest. 
 
Nukleotidpuffer (Postlabeling/DNA-Hydrolyse) 
1,18 g CaCl2 x 2 H2O auf 100 mL H2O dest (80 mM) 
2,36 g Na-Succinat auf 100 mL H2O dest (200 mM) 
davon je 10 mL zusammengeben und mit NaOH auf pH 6,0 einstellen und mit auf 100 mL 
H2O dest. auffüllen. 
 
Proteinase K 
Originalfläschchen (100 mg) wurde mit 2 mL H2O (Ampuwa) aufgefüllt? 50 mg/mL; 
Portionen à 200 µL bei -20°C gelagert. 
 
RNAse A 
Originalfläschchen (50 mg) wurde mit 5 mL 0,1 M NaCl, pH 5,0 aufgefüllt? 10 µg/mL; 
Portionen à 500 µL bei -20°C gelagert. 
 
RNAse T1 
Originalfläschchen (5000 U) wurde mit 500 µL H2O (Ampuwa) aufgefüllt? 51 U/µL; 
Portionen à 50 µL bei -20°C gelagert. 
 
Micrococcus Nuclease (MN) 
Originalfläschchen (200 U) wurde mit 833 µL H2O (Ampuwa) aufgefüllt? 0,24 U/µL; 
Portionen à 10 µL bei -20°C gelagert. 
 
Phosphodiesterase (PDE) 
Inhalt des Original-Fläschchens in ca. 700 µl  Wasser lösen, in einen Dialyseschlauch geben 
und gegen je 1 L H2O dest.dreimal dialysieren (6 h/über Nacht/6 h). Das Endvolumen wird 
bestimmt und so die tatsächliche Konzentration ermittelt. 
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Kinasepuffer (10x) 
Tris/HCl (300 mM) 
MgCl2 (100 mM) 
DTT (100 mM) 
Spermidin (10 mM) 
Auf 2,5 mL H2O dest.; pH auf 9,5 einstellen; bei -20°C lagern. 
 
ATP-Stammlösung 
50 pmol/µL in H2O (Ampuwa) 
 
Hotmix 
2 µL Kinasepuffer 
0,6 µL T4-Polynukleotidkinase 
100 µCi γ-32P-ATP 
40 pmol ATP 
Auf 5 µL mit H2O (Ampuwa) auffüllen 
 
4.5 Enzyme  
Bezeichnung Hersteller  
Micrococcus Nuklease Sigma-Aldrich 
Nuklease P1 Sigma-Aldrich 
Phosphodiesterase Boehringer Mannheim, Mannheim 
Phosphodiesterase  Sigma-Aldrich 
Proteinase K Sigma-Aldrich 
RNAse A Sigma-Aldrich 
RNAse T1 Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden 
T4 Polynucleotidkinase Pharmacia-Biotech GmbH, Freiburg 
 
4.6 Biochemikalien 
Bezeichnung Hersteller  
ATP Boehringer Mannheim, Mannheim 
[γ-32P]-ATP, 7000 Ci/mmol ICN, Eschwege 
[γ-32P]-ATP, 3000 Ci/mmol Isotopchim, Ganagobie; Frankreich 
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Bicin Sigma-Aldrich 
Desoxyguanosin Sigma-Aldrich 
Desoxyguanosin-3'-monophosphat Sigma-Aldrich 
Desoxyribonukleotid-3'-monophosphat Sigma-Aldrich 
Ribonukleotid-3'-monophosphat Sigma-Aldrich 
Spermidin Sigma-Aldrich 
 
 
4.7 Zellbiologische Materialien und Methoden  
4.7.1 Verwendete Zelllinien  
Folgende bereits etablierte Zelllinien von GenPharmTox (Martinsried) wurden eingesetzt: 
V79MZ parental [113,114], V79MZ1A1, V79MZ1A2, V79MZ1B1 sowie V79MZ1A2/ 
NAT2*4.  
 
4.7.2 Kultivieren von V79MZ-Zellen  
V79MZ-Zellen wurden bei 37 °C, 7% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit in speziell beschich-
teten Gewebekulturgefäßen oder 24er- und 96er-Gewebekulturmikrotiterplatten in DMEM-
Kulturmedium mit erhöhtem Glukosegehalt (4,5 g/L) kultiviert. Zusätzlich wurde das 
DMEM-Kulturmedium mit 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 10% FCS, 100 U/mL 
Penicillin und 100 µg/mL Streptomycin supplementiert ("Komplettmedium"). Nach Trans-
fektion wurden Geneticin 418- oder Hygromycin B-resistente V79MZ-Zellklone mit 1 mg 
Geneticin 418/mL-Komplettmedium bzw. 0,4 mg Hygromycin B/mL-Komplettmedium 
kultiviert.  
 
4.7.3 Ablösen von V79MZ-Zellen mittels Trypsin/EDTA  
Das Medium wurde abgesaugt, zweimal mit 5 mL PBS nachgespült und die Zellen durch 
5 min Inkubation in 2 mL 0,05% Trypsin und 0,02% EDTA bei 37 °C vom Substrat abgelöst 
und durch mehrfaches Aufziehen mit einer Pipette sorgfältig vereinzelt. Das Trypsin wurde 
nach erneuter Zugabe von Komplettmedium durch die im Serum enthaltenen Protease-
inhibitoren wieder inaktiviert. 
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4.7.4 Passagieren von V79MZ-Zellen 
Um die Konfluenz stets unter 100% zu halten, wurden die Zelllinien regelmäßig passagiert. 
Dazu wurde ein Großteil der trypsinierten Zellen verworfen oder in neue Kulturgefäße umge-
setzt. 
 
4.7.5 Einfrieren von V79MZ-Zellen  
Die trypsinierten Zellen wurden in 10 mL Komplettmedium durch 10 min Zentrifugation bei 
800 rpm und 4 °C pelletiert. Anschließend wurde das Pellet in eisgekühltem Komplettmedium 
mit 10% DMSO resuspendiert und aliquotiert in 1,8 mL Kryoröhrchen bei -80 °C eingefroren. 
Nach 24–168 Std. wurden die so vorbehandelten Zellen bis zur weiteren Verwendung in 
flüssigem Stickstoff gelagert.  
 
4.7.6 Auftauen von V79MZ-Zellen  
Gefrorene Aliquots wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in 10 mL Komplettmedium 
aufgenommen und 10 min bei 800 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Anschließend erfolgte die Re-
suspendierung des Zellpellets mit 7 mL Komplettmedium. Nach 2–4 Std. wurden die Zellen 
hinsichtlich Vitalität und Morphologie kontrolliert. Die Vitalität der aufgetauten Zellen war 
dabei stets größer als 90%.  
 
4.7.7 Herstellen von Zellhomogenat  
V79MZ-Zellen in drei 250 mL-Gewebekulturflaschen wurden bis zu 80–100%iger Konfluenz 
kultiviert. Die trypsinierten Zellen wurden vereinigt, gleichmäßig auf je drei 145/20 mm-Ge-
webekulturschalen pro 250 mL-Gewebekulturflasche verteilt und in 20 mL Komplettmedium 
ohne G418 oder Hygromycin B bis zu 90%iger Konfluenz inkubiert. Das Medium wurde ver-
worfen und zweimal mit 5 mL eisgekühltem Puffer (100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4) nach-
gespült. Die Zellen wurden in 3 mL eisgekühltem Puffer mit einem Gummischaber von der 
Platte abgelöst, vereinigt und durch 10 min Zentrifugation bei 1500 rpm und 4 °C pelletiert. 
Der Überstand wurde vollständig abgenommen und das Pellet in 1 mL Puffer pro 145/20 mm-
Gewebekulturschalen sorgfältig resuspendiert. Zur Bestimmung des Proteingehaltes und der 
enzymatischen Aktivität wurden die Suspensionen umgehend in flüssigem Stickstoff schock-
gefroren, um die Zellen aufzubrechen. Anschließend wurden die so hergestellten Homogenate 
bis zum Gebrauch bei – 80 °C aufbewahrt. 
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4.8 Toxikologische Methoden  
4.8.1 Cytotoxizität 
4.8.1.1 MTT Assay 
Zur Messung der Cytotoxizität wurden in der vorliegenden Arbeit jeweils 5.000 V79-Zellen 
pro einzelne Kavität einer 96-Loch-Mikrotiterplatte in 100 µL DMEM-Komplettmedium 
ausgesät und 24 h bebrütet. Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen pro 
Konzentration der jeweiligen Substanz in 100 µL DMEM 24-72 h in 8 wells inkubiert, das 
entspricht einer Spalte der Mikrotiterplatte. Die finale DMSO-Konzentration betrug in 
sämtlichen Inkubationsansätzen 1%. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit 1% DMSO 
inkubiert. Als Positivkontrolle wurde das stark cytotoxische MNNG im 
Konzentrationsbereich 0,05 bis 1000 µM für 2 h mit den Zellen inkubiert. Nach Abschluss der 
Inkubation erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der verschiedenen Inkubationsansätze auf 
mögliche Präzipitatbildungen bei 200facher Vergrößerung. Anschließend wurde das 
Inkubationsmedium unter wiederholtem Abschlagen aus den 96-Loch-Mikrotiterplatten 
möglichst weitgehend entfernt, mit PBS gewaschen und 100 µL MTT-Lösung in jede 
Einzelkavität pipettiert. Nach ca. 2-stündiger Inkubationsdauer bei 37 °C und 7% CO2 wurde 
die überständige MTT-Lösung abgeschlagen, pro Kavität 100 µL DMSO auf die Zellen 
gegeben. Dies führte zur Freisetzung des durch metabolische Umsetzung gebildeten 
Formazans. Schließlich erfolgte die spektralphotometrische Vermessung der Formazanlösung 
bei 570 nm mittels Multiscan Ascent. 
Für die pro Substanz-Konzentration erhaltenen OD570-Werte wurden Mittelwerte und 
Standardabweichungen bestimmt. Eine Normierung aller OD570-Werte erfolgte über die Er-
mittlung des prozentualen Anteils der Mittelwerte der Substanz-Inkubationen, im Verhältnis 
zu denjenigen der mitgeführten Negativkontrollen.  
 
4.8.2 Genotoxizität 
4.8.2.1 Hypoxanthin-Phospho-Ribosyl-Transferase-(HPRT-)-Test zur Erfassung der 
Mutagenität 
Für jede Konzentration der jeweiligen Testsubstanz wurden zwei Gewebekulturschalen mit 
600.000 Zellen in DMEM angesetzt. Als Positivkontrolle wurden parentale V79-Zellen mit 
MNNG (2, 5 und 10 µg/mL) in Komplettmedium mit 0,01% DMSO inkubiert. Mit 1% 
DMSO in Komplettmedium inkubierte V79-Zellen dienten als Negativkontrolle. Bei der 
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Festlegung des Konzentrationsbereiches der zu testenden Substanz war zu beachten, dass bis 
zu der höchsten Konzentration keine signifikante Cytotoxizität auftreten sollte. Folglich 
wurde auf der Basis des zuvor durchgeführten MTT-Tests diejenige als höchste Konzentration 
festgesetzt, bei welcher alle hier getesteten V79-Zellen noch mindestens 80% Vitalität auf-
wiesen. Nach 24 h Inkubation wurden die Zellen mit den substanzhaltigen Medien 24-72 h 
(MNNG: 2 h) inkubiert. Daraufhin wurden die Platten mit PBS gespült und 48 h bebrütet. 
Danach erfolgte eine Zellzahlbestimmung, woraufhin pro Ansatz 1,25 x 106 Zellen weiter-
kultiviert wurden. Zur Selektion der Mutanten wurden die Zellen nach 72 h nochmals 
ausgezählt, pro Ansatz drei Platten mit 400.000 Zellen beimpft und in Thioguanin-haltigem 
Medium weiter kultiviert. Parallel wurden pro Ansatz weitere drei 90 mm Gewebekultur-
schalen zur Kontrolle der Plating Efficiency mit 250 Zellen in 12 mL Komplett-Medium 
beschickt. Sobald die Zellkolonien auf den Plating Efficiency- bzw. Selektionsplatten eine 
Größe von ca. 0,2-2 mm im Durchmesser erreicht hatten, wurden diese fixiert, gefärbt und 
ausgezählt. Die Fixierung der Zellkolonien erfolgte nach Entfernen des Mediums durch Spü-
len der Gewebekulturschalen mit 0,9%iger NaCl-Lösung und darauf folgender 10 min Inku-
bation mit Methanol-Eisessig (3:1). Anschließend wurden die so behandelten Zellen mit 
Kristallviolett-Lösung gefärbt, mit Leitungswasser gespült und luftgetrocknet. Die Auszäh-
lung der Zellkolonien erfolgte per Hand. Zur Bestimmung der Mutantenhäufigkeit pro 
106 Zellen wurden zunächst die Mittelwerte aus den Kolonienzahlen der Selektionsplatten 
berechnet und die so ermittelte Anzahl an Mutanten mit dem entsprechendem Korrekturfaktor 
aus den Plating Efficiency-Platten multipliziert. Anschließend wurden die Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus den beiden voneinander unabhängigen Ansätzen für die jeweilige 
Konzentration der eingesetzten Substanz ermittelt.  
 
4.8.2.2 Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay (Comet Assay) zur Erfassung 
genotoxischer Effekte  
Der Comet Assay wurde in Anlehnung an die ursprüngliche Version nach Singh et al. [128] 
und nach Tice et al. [138] mit methodischen Modifikationen durchgeführt. 
 
4.8.2.2.1 Inkubation der Zellen 
Für jede Konzentration wurden 100.000 Zellen in 6-well Platten mit den Testsubstanzen in 
3 mL DMEM inkubiert. Mit MNNG (2, 5 und 10 µg/mL) behandelte V79P-Zellen dienten als 
Positivkontrolle, als Lösungsmittel diente Komplettmedium mit 0,01% DMSO. Für die 
Negativkontrolle wurden V79-Zellen in Komplettmedium mit DMSO entsprechend der maxi-
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mal für die jeweilige Testsubstanz verwendeten Konzentration inkubiert. Bei der Festlegung 
des Konzentrationsbereiches der zu testenden Substanz war zu beachten, dass bis zu der 
höchsten Konzentration keine signifikante Cytotoxizität auftreten sollte. Nach 24 h Vorinku-
bation wurden die Zellen mit den substanzhaltigen Medien 24-72 h (MNNG: 2 h) behandelt. 
Anschließend erfolgte eine zusätzliche Vitalitätsbestimmung der Einzelzellen mit dem 
Trypanblau-Ausschlusstest. Dabei wurden 50 µL der Zellsuspension mit 450 µl Trypanblau 
gemischt und davon ein Tropfen auf einer Neubauer-Zählkammer verteilt. Unter 400facher 
Vergrößerung erfolgte die Bestimmung der Gesamtzellzahl sowie des prozentualen Anteils 
der nicht vitalen, blau angefärbten Zellen. 
 
4.8.2.2.2 Herstellen der Präparate 
Es wurden glatte Objektträger mit Mattrand an Ober- und Unterkante verwendet, auf die eine 
Grundschicht aus 85 µL Agarose (0,5% in PBS) aufgetragen und mit einem Deckglas einge-
deckt wurde. Die Objektträger wurden dann bei Raumtemperatur waagerecht zum Trocknen 
der Agarose gelagert. War die Agarose durchgetrocknet, konnten die Objektträger gestapelt 
und über Monate bis zu ihrer Verwendung gelagert werden. Das Deckglas wurde zum 
Auftragen der Zellsuspension vorsichtig abgezogen. Von der Zellsuspension wurden 25 µL in 
75 µL Low Melting Agarose (0,7% in PBS) aufgenommen, auf die Objektträger aufgetragen 
und mit einem Deckglas eingedeckt. Zum Erhärten der Agarose wurden die Objektträger dann 
ca. 5 min bei 4 °C aufbewahrt. Danach wurde das Deckglas wieder entfernt, eine Deckschicht 
aus 85 µL Low Melting Agarose aufgetragen und eingedeckt. Nach abermaligem Erhärten 
dieser Deckschicht wurde das Deckglas entfernt und die Präparate zur Lyse für mindestens 
eine Stunde bei 4° C in kalte Lyselösung gestellt. Das Aufbewahren der Präparate in der 
Lyselösung ist für mehrere Tage möglich. 
 
4.8.2.2.3 Alkalidenaturierung und Elektrophorese 
Nach der Lyse wurden die Objektträger in eine horizontale Gelelektrophoresekammer gelegt. 
Die Präparate wurden dann für die Alkalidenaturierung mit dem Alkali-Elektrophoresepuffer 
überschichtet. Die Dauer der Denaturierung betrug 30 Minuten. Die Elektrophorese erfolgte 
mit dem gleichen Puffer für 30 min bei einer Spannung von 25 V (0,86 V/cm) und einer 
Stromstärke von 300 mA. Während der Denaturierung und Elektrophorese wurde direkter 
Lichteinfall vermieden. 
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4.8.2.2.4 Neutralisierung und Anfärbung der DNA 
Nach der Elektrophorese wurden die Präparate aus der Kammer genommen, horizontal auf 
Abtropfständer gelegt und dreimal für jeweils 5 Minuten mit Neutralisierungspuffer 
(0,4 M Tris, pH 7,5) überschichtet. Nach Trocknung der Objektträger erfolgte die Auswertung 
der Präparate. Hierfür wurden zur Anfärbung der DNA 50 µL Ethidiumbromid (20 µg/mL) 
auf die Objektträger pipettiert, diese mit einem Deckglas eingedeckt und in einer feuchten 
Kammer aufbewahrt. 
 
4.8.2.2.5 Mikroskopie und Auswertung 
Die Auswertung erfolgte bei 200facher Vergrößerung unter einem Fluoreszenzmikroskop 
(Anregungsfilter: 515-560 nm; Sperrfilter: 590 nm). Pro Objektträger wurden 50 Zellen zu-
fällig ausgewertet. Zellen an den Randbereichen der Objektträger wurden nicht in die Aus-
wertung einbezogen, da sie häufig Schäden aufwiesen, die wahrscheinlich auf mechanische 
Einflüsse zurückzuführen sind. Es wurden nur Zellen berücksichtigt, deren Zellkern eine 
runde Form aufwies. Mit Hilfe eines Bildanalysesystems, das über eine CCD-Kamera an das 
Mikroskop angeschlossen ist, können verschiedene Parameter bestimmt werden. In dieser 
Arbeit wurde das Tailmoment als Auswerteparameter verwendet. Das Tailmoment wird 
berechnet als Produkt aus Fluoreszenzintensität der aus dem Kern gewanderten DNA und der 
Wanderungslänge. 
 
4.8.2.3 32P-Postlabeling Verfahren zum Nachweis von DNA-Addukten 
Der 32P-Postlabeling Assay wurde mit Butanol-Extraktion zur Anreicherung nach den von 
Gupta und Earley [136] standardisierten Verfahren durchgeführt. Dazu wurden Aliquots der 
DNA enzymatisch zu Nukleosid-3'-Phosphaten verdaut, angereichert und schließlich durch 
T4-Polynukleotid-Kinase mit 200 µCi [γ-32P]-ATP je Probe radioaktiv markiert. Die an-
schließende dünnschichtchromatographische Trennung der Addukte erfolgte auf PEI-
Cellulose unter Standardbedingungen. 
 
4.8.2.3.1 Ernte der Zellen 
Zu Beginn einer Versuchsreihe wurden jeweils 8 x 105 Zellen auf 140/16 mm Gewebekultur- 
oder Petrischalen in 20 mL Medium für 24 h in Kultur gehalten. Zu diesen Ansätzen wurden 
dann die Substanzen in DMSO gelöst gegeben und weitere 24-72 h inkubiert. 
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Nach Inkubation wurde das Medium abgenommen und die Zellen zur vollständigen Ent-
fernung von Medium und Testsubstanz zweimal mit jeweils 5 mL PBS gewaschen. An-
schließend wurden die Zellen mit einem Rubber Policeman abgeschabt und in 3 mL PBS auf-
genommen. Durch Zentrifugation bei 800 rpm 2000 U/min wurde ein Pellet erhalten, welches 
bis zur DNA-Isolierung bei -80 °C gelagert wurde.  
 
4.8.2.3.2 Isolierung von DNA aus V79-Zellen 
Die Zellen (0,3 g) wurden in 3 mL 1% SDS/1 mM EDTA und 1 M Tris/HCl pH 7,4 mit dem 
Ultraturrax 1 min homogenisiert und mit Ultraschall behandelt. Das Homogenat wurde für 
45 min bei 37 °C mit 60 µL RNAse A und 10 µL RNAse T1 inkubiert. Anschließend wurde 
mit 30 µL Proteinase K 45 min bei 37 °C inkubiert. Nach Extraktion zunächst mit 3 mL 
AquaPhenol, dann mit 3 mL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und mit 3 mL 
Chloroform/Isoamylalkohol (96/4 v/v) wurde die DNA durch Zugabe von 300 µL 5 M NaCl 
und 3 mL eisgekühltem Ethanol gefällt. Nach 4 min Zentrifugation bei 4 °C und 12000 rpm 
wurde das Pellet dreimal mit 70% Ethanol gewaschen und in H2O gelöst.  
 
4.8.2.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die Konzentration der isolierten DNA wurde photometrisch in einem Spektralphotometer 
bestimmt. In einem Wellenbereich von 200 bis 300 nm sind drei Wellenlängen von Bedeu-
tung: 
 
 230 nm: Absorptionsbereich von Salzen 
 260 nm: Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren 
 280 nm: Absorptionsmaximum von Proteinen 
 
Das Verhältnis der Extinktion bei 260 nm und 280 nm ergibt ein Maß für die Reinheit der 
Nukleinsäuren. Das Verhältnis sollte zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Das Verhältnis der Extink-
tion bei 260 nm und 230 nm ermöglicht ein Abschätzen des Salzgehaltes der Probe.  
Unter der Annahme einer optischen Dichte von 20 für eine Lösung von exakt 1 mg DNA/mL 
ergibt sich folgende Berechnung der DNA-Konzentration:  
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4.8.2.3.4 DNA-Hydrolyse 
Die Lösung mit 10 µg DNA wurde im Vacuum Concentrator zur Trockne gebracht, an-
schließend mit 0,6 U Micrococcus Nuclease und 0,1 U Phosphodiesterase in einem Volumen 
von 25 µL Nukleotidpuffer für 3 h bei 37 °C hydrolysiert. Anschließend wurde der Ansatz 
mit Wasser (Ampuwa) auf ein Totalvolumen von 50 µL gebracht. 
Zur Bestimmung der natürlichen Nukleotide wurden 2,5 µL des Hydrolysats in ein neues Re-
aktionsgefäß überführt und mit 17,5 µL Ampuwa verdünnt (= Verdünnung 1). 10 µL Ver-
dünnung 1 wurden ebenfalls in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 1490 µL Wasser 
verdünnt (= Verdünnung 2) und zur Kontrolle der Hydrolyse bei -20 °C aufbewahrt. 
 
4.8.2.3.5 DNA-Addukt Anreicherung: Butanol-Extraktion 
Das DNA-Hydrolysat wurde mit 25 µL Tetrabutylammoniumchlorid (TBACl) und 25 µL 
Ammoniumformiat (pH 3,5) versetzt und mit Wasser (Ampuwa) auf ein Volumen von 250 µL 
gebracht, um eine Endkonzentration von 1 mM TBACl und 10 mM Ammoniumformiat zu er-
halten. Die Anreicherung der Addukte erfolgte durch zweimalige Extraktion mit 250 µL 
Butanol (doppelt destilliert, Wasser gesättigt) [136,139]. Die vereinigten Butanol-Extrakte 
wurden dreimal mit 450 µL Wasser (Butanol gesättigt) gewaschen, anschließend mit 2 µL 
200 mM Tris/HCl (pH 9,5) versetzt und in einem Vacuum Concentrator zur Trockne ge-
bracht. Der Rückstand wurde mit 15 µL Wasser (Ampuwa) rekonstituiert. 
 
4.8.2.3.6 32P-Postlabeling 
7,5 µL angereichertes DNA-Hydrolysat wurden mit 2,5 µL Hotmix versetzt. Nach einer 
Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wurden 2 µL Apyrase zugegeben und nochmals 
30 min stehengelassen.  
 
4.8.2.3.7 Chromatographie 
Die PEI-Folien wurden zunächst für 4 h bei 70 °C thermisch behandelt, anschließend erst in 
500 mL Methanol, dann für 5 min in H2O dest. gewaschen und getrocknet. Auf eine vor-
behandelte PEI-Platte wurde der gesamte Ansatz aufgetragen und in 3 Dimensionen (D1-D3) 
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chromatographiert (Abb. 15). Die Platten wurden nach jedem Lauf in Millipore-Wasser 
gewaschen und mit einem Fön getrocknet. 
 
D1: An die untere Kante der PEI-Folie wird ein Filterpapier angeheftet. 16 µL Probe 
werden aufgetragen und über Nacht auf das Filterpapier laufen gelassen. Anschließend 
wird das Filterpapier abgeschnitten und entsorgt (enthält ca. 99% der eingesetzten 
Radioaktivität). Das Chromatogramm wird gewaschen und trocken gefönt. 
D2: Die PEI-Folie 2 cm wird zuerst mit Millipore-Wasser chromatographiert. Anschlie-
ßend wird das Laufmittel bis an den oberen Rand der PEI-Folie laufen gelassen. Das 
Chromatogramm wird gewaschen und trocken gefönt. 
D3: Die PEI-Folie wird wieder zuerst mit Millipore-Wasser chromatographiert, aber nur 
ca. 2 cm. Anschließend wird das Laufmittel bis an den oberen Rand der PEI-Folie lau-
fen gelassen. Das Chromatogramm wird gewaschen und trocken gefönt.. 
D4: Die PEI-Folie wird über Nacht in die gleiche Richtung wie D3 chromatographiert, 
wobei an die obere Kante ein Filterpapier angeheftet wird. Anschließend wird das 
Filterpapier abgeschnitten und entsorgt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15:  Laufrichtungen für die Dünnschichtchromatographie von DNA-Addukten auf 
PEI-Platten 
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4.8.2.3.8 Kontrolle der Hydrolyse 
6 µL Verdünnung 2 des Hydrolysates wurden mit 3 µL Hotmix versetzt und 45 min bei 
Raumtemperatur inkubiert, anschließend wurden 91 µL 100 mM Tris/1 mM EDTA zu-
gegeben. 5 µl dieser Proben wurden auf PEI-Folien aufgetragen und die normalen Nukleotide 
sowie unverbrauchtes ATP durch Chromatographieren bis an den oberen Rand der Folie mit 
250 mM Ammoniumsulfat/50 mM NaH2PO4 getrennt. 
 
4.8.2.3.9 Quantifizierung der Chromatogramme 
Die PhosphorImage Platten wurden mit den getrockneten Chromatogrammen zusammen mit 
Aktivitätsstandards exponiert. 
Die Radioaktivitätsmenge der natürlichen Nukleotide sowie der Adduktspots wurde mit dem 
Fuji BAS Bio-Imaging Analyzer und dem Software-Programm Tina 2,07c bestimmt. Unter 
Berücksichtigung des Zerfalles von 32P mit der spezifischen Radioaktivität (sA) des ATP 
während der Labeling-Reaktion und der Labeling Efficiency (LE) wurde der RAL (Relativer 
Addukt Level) nach folgender Formel berechnet [139,140]: 
 
( )AdduktecpmdNTPcpm
Adduktecpm
RAL +=  
 
Aufgrund des vernachlässigbaren Beitrags der cpm in den Addukten zu den cpm der normalen 
Nukleotide reduziert sich die Formel auf das folgende Verhältnis:  
 
dNTPcpm
AdduktecpmRAL =  
Wegen der verschiedenen Ausgangsmengen, die für das Labeling der natürlichen bzw. der 
adduktbeladenen Nukleotide verwendet werden, müssen die auf der PEI-Platte bestimmten 
Radioaktivitätsmengen, cpm dNTPDC und cpm AddukteDC folgendermaßen korrigiert werden: 
 [ ]
65
501200100
×
×××= DCdNTPcpmdNTPcpm  
 
(50 = Gesamtvolumen der hydrolysierten DNA; 1200 = Verdünnungsfaktor von Verdünnung 
2; 100/6 = Verdünnungsfaktor beim Labeling; 5 = auf die Platte aufgetragenes Aliquot). 
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(50 = Gesamtvolumen der hydrolysierten DNA; 47,5 = für die Anreicherung verwendetes 
Aliquot; 16/20 = auf die Platte aufgetragenes Aliquot). 
 
4.9 Statistik 
Zur Berechnung der Ergebnisse wurde das Programm Prism 4 for Windows (GraphPad 
Software, Inc.) verwendet.  
Soweit nicht anders angegeben sind in den Abbildungen die Mittelwerte (MW) mit den 
Standardfehlern des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Im den Tabellen wird jeweils der 
Mittelwert sowie die Standardabweichung (SD) angegeben. Um auf Unterschiede zwischen 
den Versuchsansätzen zu testen, wird der ANOVA Test mit nachfolgendem Student-
Newman-Keuls-Test bzw. der t-Test verwendet. Die Unterschiede gelten als signifikant falls 
p<0,05 ist. In den Tabellen sind signifikante Unterschiede durch Fettdruck hervorgehoben. 
Um bei den Untersuchungen zu Wechselwirkungen festzustellen, ob der Effekt sich von 
einem additiven Effekt unterscheidet, wurde zu den addierten Mittelwerten eine kombinierte 
Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) mit der folgenden Formel aus den beiden SEM 
der Einzelwerte berechnet:  
 
 
 
Mit diesem Wert wurde dann der Messwert für die Kombination mit Hilfe des t-Tests auf 
signifikante Unterschiede geprüft. 
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5 Ergebnisse 
5.1 Charakterisierung der Einzelsubstanzen 
5.1.1  4-Aminobiphenyl 
5.1.1.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Zur Messung von Vitalität und Wachstum der Zellen wurde der sogenannte MTT-Test 
verwendet. Dieser Test misst die Aktivität mitochondrialer Dehydrogenasen lebender Zellen. 
Der MTT-Test dient in erster Linie dazu, die maximalen Konzentrationen zu bestimmen, die 
später im Comet- und HPRT-Test eingesetzt werden können. In jedem Versuch werden je 
untersuchter Konzentration acht Wiederholungen angesetzt. Die Aktivität der mitochondrialen 
Dehydrogenase als Maß für die Vitalität der Zellen wird im Vergleich zu der lösungsmittel-
behandelten Negativkontrolle bestimmt. Dazu wird die Absorption des Mittelwertes der 
Negativkontrolle gleich 100% gesetzt und der prozentuale Anteil der übrigen Werte hieran 
bestimmt. In den Abbildungen wird jeweils der Mittelwert (MW) aus den Einzelversuchen, 
sowie der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. In den Tabellen wird die Wahr-
scheinlichkeit (p) von Unterschieden zwischen den Ansätzen angegeben. Um auf Unterschie-
de zwischen den Versuchsansätzen zu testen, wird der ANOVA-Test mit nachfolgendem 
Student-Newman-Keuls-Test (S-N-K) verwendet. 
4-ABP, ein aromatisches Amin, gehört zu den wenigen Substanzen, die als eindeutig krebs-
erzeugend für den Menschen eingestuft werden. Die in der Leber durch das CYP1A2 bewerk-
stelligte N-Hydroxylierung wird als entscheidender Schritt in der Aktivierung zu DNA-
bindenden Spezies betrachtet. [44]. Jüngste Befunde zur Toxizität und Kanzerogenität von 
4-ABP in knock-out Mäusen ohne aktives CYP1A2 haben jedoch Zweifel an der Rolle dieses 
Enzyms bei der Maus geweckt [87]. 
Unter Einbeziehung verschiedener Zelllinien sollte daher die Rolle von humanen CYP-Enzy-
men bei der Toxifizierung verschiedener aromatischer Amine untersucht werden. In unseren 
Experimenten zeigte 4-ABP eine geringfügig erhöhte Cytotoxizität in Zellen mit humanem 
CYP1A1 und CYP1A2 (Abb. 16; Tabelle 1). Die Prüfung auf signifikante Unterschiede bei 
zwei Konzentrationen (10-6,5 und 10-4,5 M) mit dem ANOVA- und nachfolgendem Student-
Newman-Keuls-Test ergab nur bei der höheren Konzentration Signifikanzniveau (p<0,01). 
Alle Zelllinien zeigen jedoch einen abrupten Abfall des Kurvenverlaufs ab ca. 50 µM 4-ABP. 
Dies spricht für keinen wesentlichen Einfluss des Metabolismus auf die Cytotoxizität von 
4-ABP.  
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Abb. 16: Cytotoxizität von 4-ABP in V79MZ Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrollen, die nur mit dem Lösungsmittel (0,5% DMSO) inku-
biert wurden. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Kolonie-
wachstum in 72 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert. Die Ergebnisse stammen von 
3 von einander unabhängigen Messtagen; MW ± SEM. 
 
 
Tabelle 1: Cytotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 4-ABP. 
Test 10-6,5 M 10-4,5 M 
 p-Werte 
ANOVA  0,8699 0,0027 
S-N-K   
V79P vs V79MZ1A1 >0,05 <0,01 
V79P vs V79MZ1A2 >0,05 <0,01 
V79P vs V79MZ1B1 >0,05 >0,05 
V79MZ1A1 vs V79MZ1A2 >0,05 >0,05 
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1 >0,05 >0,05 
V79MZ1A2 vs V79MZ1B1 >0,05 >0,05 
 
 
5.1.1.2 Comet Assay (Genotoxizität) 
Der Comet Assay dient dem Nachweis von DNA-Schäden. Um cytotoxische Effekte aus-
zuschließen, wurden nur Konzentrationen eingesetzt, bei denen die Zellen noch mindestens 
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70% Vitalität (Kontrolle durch Trypanblau-Färbung) zeigen. Die Auswertung der mit Ethi-
diumbromid angefärbten Objektträger, erfolgt mit dem Programm Comet Assay II (Perceptive 
Instruments) bei 40facher Vergrößerung. Pro Objektträger werden 50 Zellen ausgewertet. Es 
wird jeweils das Olive Tail Moment (OTM) bestimmt, das sich aus dem Anteil der DNA im 
Schweif multipliziert mit der mittleren Wegstrecke der DNA berechnet. Dargestellt sind in 
den Graphen jeweils der Mittelwert (MW) sowie der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 
aus den Einzelversuchen als relative Werte. In den Tabellen wird die Wahrscheinlichkeit (p) 
von Unterschieden zwischen den Ansätzen angegeben. Um auf Unterschiede zwischen den 
Versuchsansätzen zu testen, wird der ANOVA mit nachfolgendem Student-Newman-Keuls-
Test verwendet. In ersten Untersuchungen zeigte das eindeutig kanzerogene 4-ABP erst bei 
einer Konzentration ab 0,6 mM einen genotoxischen Effekt. Er ist unabhängig von einer 
metabolischen Aktivierung, da auch die Zelllinie ohne CYP1A2 einen erhöhten OTM-Wert 
erreicht (Abb. 17; Tabelle 2). Die OTM-Werte für die Zelllinie, in der zusätzlich zu CYP1A2 
noch NAT2*4 koexprimiert ist, liegen immer unterhalb von denen der V79MZ1A2-Zelllinie 
ohne NAT2*4, bei 0,6 mM auch deutlich unterhalb der Werte für die parentalen Zellen 
(p<0,05; Tabelle 2). Dies spricht für eine Abschwächung der Genotoxizität von 4-ABP durch 
die N-Acetylierung. Bei der höchsten Konzentration von 4-ABP (1 mM) geht dieser Schutz-
effekt durch NAT2*4 wieder verloren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17: Genotoxizität von 4-ABP in V79MZ Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 
72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativ-
kontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,1%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte 
der NK: V79P: 0,23 (n = 3-10); V79MZ1A2: 0,21 (n = 3-14); V79MZ1A2/NAT2*4: 0,20 
(n = 3-5); MW ± SEM. 
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Tabelle 2: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 0,3 – 1 mM 4-ABP in 
absoluten Werten.  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A2 V79MZ1A2/ NAT2*4 
ANOVA <0,0001 <0,0001 <0,0001 
S-N-K  
NK vs 0,3 >0,05 >0,05 >0,05 
NK vs 0,6 <0,01 <0,01 >0,05 
NK vs 1,0 mM <0,001 <0,001 <0,001 
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 0,3 0,6 1,0 mM 
ANOVA <0,0001 
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A2 >0,05 >0,05 >0,05 
V79P vs V79MZ1A2/NAT2*4 >0,05 <0,05 >0,05 
V79MZ1A2 vs 
V79MZ1A2/NAT2*4 >0,05 >0,05 >0,05 
 
Bei den nachfolgenden Untersuchungen zur Wechselwirkung mit PAK kam eine geringere 
Konzentration von nur 3,2 nM 4-ABP zum Einsatz. Überraschender Weise wirkte 4-ABP in 
diesen Versuchen bereits genotoxisch, wenn auch in geringem Maß. Der Effekt war wiederum 
nicht von der Expression von humanen CYP abhängig, es bestehen keine Unterschiede 
zwischen den eingesetzten Zelllinien (Abb. 18; Tabelle 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18: Genotoxizität von 3,2 nM 4-ABP in V79MZ Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay 
nach 72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Nega-
tivkontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,1%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Wer-
te der NK: V79P: 0,23 (n = 3-10); V79MZ1A2: 0,21 (n = 6-14); V79MZ1A1: 0,33 (n = 6-9); 
MW ± SEM. 
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Tabelle 3: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 3,2 nM 4-ABP in absoluten 
Werten.  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A2 V79MZ1A1 
t-Test vs NK <0,0001 0,0030 0,0032 
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 3,2 nM   
ANOVA 0,6595   
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A2 >0,05   
V79P vs V79MZ1A1 >0,05   
V79MZ1A2 vs V79MZ1A1 >0,05   
 
5.1.1.3 HPRT Assay (Mutagenität) 
Mit Hilfe des HPRT-Tests lassen sich zum Beispiel Basenpaar- und Frameshiftmutationen 
und kleinere Deletionen am Hypoxanthinphosphoribosyltransferase-Locus des V79MZ-Ge-
noms nachweisen. Er ermöglicht eine Abschätzung des mutagenen Potenzials. Die Versuche 
wurden mit V79P, V79MZ1A1 und V79MZ1A2-Zellen durchgeführt. 
Das Verfahren konnte erfolgreich etabliert werden. Die Zahl der Spontanmutationen in den 
Kontrollproben lag unterhalb von 10 Mutanten/106 lebensfähigen Zellen. Bei 3,2 nM 4-ABP, 
einer Konzentration, im MTT-Test keinerlei Toxizität zeigt, wurde in parentalen V79 Zellen 
bereits ein deutlicher mutagener Effekt sichtbar (Abb. 19; Tabelle 4: p = 0,0159). Die mehr 
als zehnfache Zunahme mutierter Zellen wurde dagegen bei den mit CYP1A2 oder CYP1A1 
transfizierten Zellen nicht gesehen. Dies spricht für einen Schutzeffekt durch Metabolisierung 
von 4-ABP, der in dieser niedrigen Konzentration zum Tragen kommt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Mutagener Effekt des 4-ABP in V79MZ Zelllinien im HPRT-Test. Die Zellen wurden 72 h 
mit 4-ABP inkubiert. Die Kontrolle wurde mit 0,5% DMSO behandelt. Gezeigt sind die 
Ergebnisse von mindestens 2 von einander unabhängigen Messtagen; V79P: n = 3-6; 
V79MZ1A1: n = 8-10; V79MZ1A2: n = 3; MW ± SEM. 
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Tabelle 4: Mutagenität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 3,2 nM 4-ABP.  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A2 V79MZ1A1 
t-Test vs NK 0,0159 0,8898 0,5390 
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 3,2 nM   
ANOVA 0,0349   
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A2 <0,05   
V79P vs V79MZ1A1 <0,05   
V79MZ1A2 vs V79MZ1A1 >0,05   
 
 
5.1.2 o-Toluidin 
5.1.2.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
o-Toluidin ist ein monocyclisches aromatisches Amin mit starker kanzerogener Wirkung für 
die Blase. Die Rolle von Humanenzymen in der Aktivierung dieses Amins ist weitgehend 
unbekannt. Die EC50-Werte für die verschiedenen Zelllinien liegen zwischen 104 µM für 
V79MZ1B1 und 986 µM für V79MZ1A2 (Abb. 20). Die geringfügigen Unterschiede in den 
ansonsten annähernd parallel verlaufenden Kurven sprechen nicht für eine spezifische Rolle 
der exprimierten Cytochrome für die Cytotoxizität von o-Toluidin (Tabelle 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Cytotoxizität von o-Toluidin in V79 Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrollen, die nur mit dem Lösungsmittel (0,5% DMSO) inku-
biert wurden. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Kolonie-
wachstum in 72 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert. Die Ergebnisse stammen von 
5 von einander unabhängigen Messtagen; MW ± SEM. 
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Tabelle 5: Cytotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit o-Toluidin.  
Test 10-5,5 M 10-3,5 M 
 p-Werte 
ANOVA  0,8310 0,1430 
S-N-K   
V79P vs V79MZ1A1 >0,05 >0,05 
V79P vs V79MZ1A2 >0,05 >0,05 
V79P vs V79MZ1B1 >0,05 >0,05 
V79MZ1A1 vs V79MZ1A2 >0,05 >0,05 
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1 >0,05 >0,05 
V79MZ1A2 vs V79MZ1B1 >0,05 >0,05 
 
5.1.2.2 Comet Assay (Genotoxizität) 
In der niedrigsten Konzentration von 3,2 nM führte o-Tol zu einer signifikanten Erhöhung der 
DNA-Migration in allen getesteten Zelllinien (Abb. 21; Tabelle 6). Der Effekt ist unabhängig 
vom Metabolismus, da innerhalb der Zelllinien keine Unterschiede bestehen. Bei höheren 
Konzentrationen von 0,1 bis 2 mM o-Tol, die im MTT-Test bereits die Vitalität der Zellen 
herabsetzen, erhöhen sich die OTM-Werte nicht weiter (Abb. 22; Tabelle 7). Die schwache 
konzentrationsabhängige Steigerung der Genotoxizität fällt bei den CYP1A1- und CYP1A2-
exprimierenden Zellen etwas stärker aus als bei den parentalen Zellen, erreicht aber nur bei 
1 mM o-Tol in den CYP1A2-exprimierenden Zellen Signifikanz (p<0,05). Bei der koexpri-
mierenden Zelllinie V79MZ1A2/NAT2*4 schwächt sich der Effekt auf Kontrollwerte ab. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Genotoxizität von o-Tol in V79-Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h 
Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen 
(NK) der nur mit DMSO (0,4%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: 
V79P: 0,26 (n = 4-12); V79MZ1A2: 0,17 (n = 3-15); V79MZ1A1: 0,27 (n = 4-8); MW ± SEM. 
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Tabelle 6: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 3,2 nM o-Tol in absoluten 
Werten.  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A2 V79MZ1A1 
t-Test 3,2 nM vs NK 0,0013 <0,0001 0,0288 
 Abhängigkeit vom Zelltyp (3,2 nM) 
ANOVA 0,4372   
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A2 >0,05   
V79P vs V79MZ1A1 >0,05   
V79MZ1A2 vs V79MZ1A1 >0,05   
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22: Genotoxizität von o-Tol in V79-Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h 
Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen 
(NK) der nur mit DMSO (0,4%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: 
V79P: 0,26 (n = 4-12); V79MZ1A1: 0,27 (n = 2-8); V79MZ1A2: 0,17 (n = 9-15; 2 mM: 
n = 1); V79MZ1A2/NAT2*4: 0,22 (n = 3-5); MW ± SEM. 
 
Tabelle 7: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 0,1 – 2 mM o-Tol in 
absoluten Werten (n.a. = nicht analysiert bei n < 3).  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A1 V79MZ1A2 V79MZ1A2/NAT2*4 
ANOVA 0,0275 0,0530 0,0002 0,7042 
S-N-K  
NK vs 0,1 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 
NK vs 1,0 >0,05 >0,05 <0,05 >0,05 
NK vs 2,0 mM >0,05 >0,05 n.a. >0,05 
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 0,1 1,0 2,0 mM  
ANOVA 0,2938  
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A1 n.a. >0,05 n.a.  
V79P vs V79MZ1A2 n.a. >0,05 n.a.  
V79P vs V79MZ1A2/NAT2*4 >0,05 >0,05 >0,05  
V79MZ1A1 vs V79MZ1A2 n.a. >0,05 n.a.  
V79MZ1A1 vs V79MZ1A2/NAT2*4 n.a. >0,05 n.a.  
V79MZ1A2 vs V79MZ1A2/NAT2*4 >0,05 >0,05 n.a.  
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Bei noch höheren, eindeutig cytotoxischen Konzentrationen von 5 bis 16 mM kann der von 
Hartmann et al. [141] gezeigte genotoxische Effekt von o-Tol bestätigt werden (Abb. 23). Es 
wurden nur je zwei Versuche pro Konzentration durchgeführt, weshalb eine statistische 
Auswertung keinen Sinn macht. In der Tendenz zeigt sich eine dosisabhängige Steigerung der 
Genotoxizität, die bei den CYP1A1- und CYP1B1-exprimierenden Zellen stärker ausfällt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Genotoxizität von o-Tol in V79-Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h 
Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen 
(NK) der nur mit DMSO (0,4%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: 
V79P: 0,26 (n = 2-12); V79MZ1A1: 0,27 (n = 2-8); V79MZ1B1: 0,25 (n = 2-4); MW ± SEM. 
 
5.1.2.3 HPRT Assay (Mutagenität) 
Auch mit o-Tol konnte an parentalen Zellen mit dem HPRT Assay bereits bei 3,2 nM ein 
Anstieg der Anzahl mutierter Zellen gesehen werden, der aber nicht Signifikanzniveau er-
reicht (Abb. 24). Mit den CYP1A1- und CYP1A2-exprimierenden Zellen wurden für eine sta-
tistische Bewertung zu wenige Versuche durchgeführt. Die teilweise bis vollständige Unter-
drückung der Mutagenität spricht, wie bei 4-ABP, für einen möglichen Schutz durch 
Metabolismus von o-Tol.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24: Mutagener Effekt des o-Tol in V79MZ Zelllinien. Die Zellen wurden 72 h mit o-Tol 
inkubiert. Die Kontrolle wurde mit 0,03% DMSO behandelt. Gezeigt sind Ergebnisse 
von mindestens 2 von einander unabhängigen Messtagen; V79P: n = 4-6; V79MZ1A1: 
n = 2-5; V79MZ1A2: n = 2-4; MW ± SEM. 
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Erst bei höheren Konzentrationen wird in den V79MZ1A2 Zellen ein mutagener Effekt des 
o-Tol im HPRT Assay sichtbar, der aber nicht Signifikanz erreicht (Abb. 25; Tabelle 8). Zu 
erkennen ist ein konzentrationshängiger Anstieg der Mutantenzahl auf 12 bis 23 Mutanten pro 
106 Zellen nach 72 h Inkubation mit 0,1 bzw. 1 mM o-Tol. 
Tabelle 8: Mutagenität in V79MZ1A2-Zellen 
nach 72 h Inkubation mit 0,1 – 1 mM 
o-Tol. 
 
Test p-Wert 
ANOVA 0,1812 
S-N-K  
NK vs 0,1 mM >0,05 
NK vs 0,5 mM >0,05 
NK vs 1,0 mM >0,05 
 
Abb. 25: Mutagener Effekt des o-Tol in V79MZ1A2-Zellen im HPRT-Test. Die Zellen wurden 72h 
mit o-Tol inkubiert. Die Kontrolle wurde mit 0,05% DMSO behandelt. Gezeigt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens 2 von einander 
unabhängigen Messtagen; n = 3; MW ± SEM. 
 
5.1.3 m-Toluidin 
5.1.3.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Das nicht kanzerogene m-Toluidin wie die anderen Toluidin-Isomere Hämoglobinaddukte 
[108], aus deren Höhe sich auf eine nicht unerhebliche Belastung der Umwelt mit m-Tol 
schließen lässt. Der Kurvenverlauf der Cytotoxizität zeigt keinerlei Unterschiede zwischen 
parentalen Zellen und solchen mit humanen CYP1A1, CYP1A2 oder CYP1B1 (Abb. 26). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Cytotoxizität von m-Tol in V79 Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrolle, die nur mit dem Lösungsmittel (0,3% DMSO) inkubiert 
wurde. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachstum 
in 72 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert. Die Ergebnisse stammen von 2 von 
einander unabhängigen Messtagen; MW ± SEM. 
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5.1.3.2 Genotoxizität (Comet Assay) 
m-Tol ist im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 2 mM für die parentale Zelllinie nicht geno-
toxisch. In den CYP1A2-exprimierenden Zellen wirkt m-Tol schwach genotoxisch, jedoch 
ohne Konzentrationsabhängigkeit. Die Unterschiede sind bei 1 mM nur gegenüber den paren-
talen Zellen, nicht aber gegenüber der Lösungsmittelkontrolle signifikant (Abb. 27; Tabel-
le 9). Bei den CYP1A2/NAT2*4-exprimierenden Zellen wird der genotoxische Effekt durch 
N-Acetylierung wieder abgeschwächt, bei 1,0 mM ebenfalls signifikant gegenüber den 
CYP1A2-exprimierenden Zellen.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 27: Genotoxizität von m-Tol in V79-Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h 
Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen 
(NK) der nur mit DMSO (0,4%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: 
V79P: 0,24 (n = 3-5); V79MZ1A2: 0,17 (n = 3); V79MZ1A2/NAT2*4: 0,19 (n = 3-7); 
MW ± SEM. 
 
Tabelle 9: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 0,1 – 2 mM m-Tol in 
absoluten Werten. 
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A2 V79MZ1A2/ NAT2*4 
ANOVA 0,8796 0,6092 0,3773 
S-N-K  
NK vs 0,1 >0,05 >0,05 >0,05 
NK vs 1,0 >0,05 >0,05 >0,05 
NK vs 2,0 mM >0,05 >0,05 >0,05 
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 0,1 1,0 2,0 mM 
ANOVA 0,0126 
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A2 >0,05 <0,05 >0,05 
V79P vs V79MZ1A2/NAT2*4 >0,05 >0,05 >0,05 
V79MZ1A2 vs 
V79MZ1A2/NAT2*4 >0,05 <0,05 >0,05 
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5.1.4 Pyren 
5.1.4.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Pyren ist in Gemischen von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe quantitativ sehr 
stark vertreten und wird aus diesem Grund als Leitsubstanz im Biomonitoring verwendet. 
Pyren zeigt, im Gegensatz zu Benzo[a]pyren, trotz großer Ähnlichkeit der Molekülgestalt 
keine Mutagenität im Ames-Test [80]. Eine fehlende Metabolisierung durch den Organismus 
ist jedoch nicht die Ursache für diesen Unterschied, denn bereits Untersuchungen aus den 
1950er Jahren belegen eine Metabolisierung von Pyren zu Pyren-1-Hydroxid und Pyren-1-
Glucuronid in der Leber von Mäusen nach intravenöser Injektion [81].  
Für den  MTT-Test wurde ein Konzentrationsbereich von 0,01 bis 100 µM ausgewählt. Wie 
bei den aromatischen Aminen verlaufen die Kurven auch beim Pyren bei den verschiedenen 
Zelllinien parallel. Oberhalb von 1 µM werden cytotoxische Effekte sichtbar (Abb. 28). Die 
beispielhaft bei 10-7 und 10-5 M getesteten Werte ergeben signifikante Unterschiede zwischen 
V79MZ1B1 Zellen und parentalen wie auch V79MZ1A1 Zellen (Tabelle 10). Die Ursache für 
die geringe Toxizität bei den CYP1B1-exprimierenden Zellen auch bei niedrigeren Konzen-
trationen ist unbekannt, sie hat jedoch keinen Einfluss auf den EC50-Wert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28: Cytotoxizität von Pyren in V79 Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrolle, die nur mit dem Lösungsmittel (0,1% DMSO) inkubiert 
wurde. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachstum 
in 72 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert. Die Ergebnisse stammen von 3 von 
einander unabhängigen Messtagen; MW ± SEM. 
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Tabelle 10: Cytotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit Pyren.  
Test 10 -7 M 10 -5 M 
 p-Werte 
ANOVA  0,0398 0,0038 
Newman Keul   
V79P vs V79MZ1A1 >0,05 >0,05 
V79P vs V79MZ1B1 >0,05 <0,01 
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1 <0,05 <0,01 
 
5.1.4.2 Genotoxizität (Comet Assay) 
Im Rahmen der durch die geringe Löslichkeit von Pyren begrenzten Konzentrationen lässt 
sich keine Genotoxizität im Comet Assay nachweisen. Weder für die parentalen Zellen noch 
für Zellen, die CYP1A1 oder CYP1A2 exprimieren, zeigen sich signifikante Unterschiede 
(Abb. 29). 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29: Genotoxizität von Pyren in V79-Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h 
Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen 
(NK) der nur mit DMSO (0,04%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: 
V79P: 0,34 (n = 3-5); V79MZ1A1: 0,36 (n = 3-7); V79MZ1A2: 0,52 (n = 3); MW ± SEM. 
 
5.1.5 Benzo[a]pyren 
5.1.5.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Ein typisches Beispiel für eine kanzerogene Verbindung, die eine metabolische Aktivierung 
benötigt, ist der polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoff Benzo[a]pyren, der z.B. in 
Abgasen und im Zigarettenrauch vorkommt. Durch die CYP1A1 katalysierte Oxidation des 
B[a]P zum 7,8-Oxid wird die Bildung des ultimalen Kanzerogens anti-Benzo[a]pyren-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid eingeleitet, welches sich in metabolisch kompetenten V79 Zellen als 
toxisch erwies [142]. B[a]P wurde im MTT Assay von 0,01 bis 5 µM eingesetzt. Nach 72 h 
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Inkubation zeigte sich ein Effekt bei der Zelllinie V79MZ1A1 (Abb. 30). Bei einer Konzen-
tration von 0,15 µM wird das Koloniewachstum auf 50% der Kontrollwerte reduziert (EC50). 
Die anderen Zelllinien (V79P, V79MZ1A2, V79MZ1B1) zeigen in diesem Konzentrationsbe-
reich noch keine bzw. bei V79MZ1B1 in der höchsten Konzentration eine geringe Abnahme 
des Wachstums. Dies spricht für die dominierende Rolle von CYP1A1 in der metabolischen 
Aktivierung von B[a]P beim Menschen. Tabelle 11 zeigt die statistische Auswertung für die 
Konzentrationen von 10-7,3 und 10-5,3 M.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 30: Cytotoxizität von B[a]P in V79 Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrolle, die nur mit dem Lösungsmittel (0,013% DMSO) inku-
biert wurde. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachs-
tum in 72 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert. Die Ergebnisse stammen von 3 von 
einander unabhängigen Messtagen (n = 16-32); MW ± SEM. 
 
Tabelle 11: Cytotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit Benzo[a]pyren. 
Test 10-7,3 10-5,3 
 p-Werte 
ANOVA  0,2468 <0,0001 
Newman Keul   
V79P vs V79MZ1A1 >0,05 <0,001 
V79P vs V79MZ1A2 >0,05 <0,05 
V79P vs V79MZ1B1 >0,05 <0,001 
V79MZ1A1 vs V79MZ1A2 >0,05 <0,001 
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1 >0,05 <0,001 
V79MZ1A2 vs V79MZ1B1 >0,05 <0,001 
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5.1.5.2 Genotoxizität (Comet Assay) 
Der Comet Assay wurde mit B[a]P in den Konzentrationen 0,1 und 1 µM nur je zweimal 
durchgeführt. Bei der Zelllinie mit humanem CYP1A1 wirkt B[a]P am stärksten genotoxisch 
und unterscheidet sich konzentrationsabhängig von der unbehandelten Kontrolle (Abb. 31). 
Auch die Zelllinie V79MZ1A2 zeigt bei der höheren Konzentration einen erhöhten OTM-
Wert. Die geringste DNA-Migration ist bei der Zelllinie mit CYP1B1 zu beobachten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 31: Genotoxizität von B[a]P in V79 Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 20 h 
Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen 
(NK) der nur mit DMSO (0,003%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: 
V79MZ1A1: 0,27; V79MZ1A2: 0,29; V79MZ1B1: 0,31 (n = 2); MW ± SEM. 
 
5.1.6 Dibenzo[a,l]pyren 
5.1.6.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Bei der Verwendung von Dibenzo[a,l]pyren zeigten sich ebenfalls Unterschiede zwischen den 
eingesetzten Zelllinien. Bei Luch et al. [78,79] erwies sich dieser PAK in metabolisch kompe-
tenten V79 Zellen als 100fach toxischer als das ultimal mutagene und kanzerogene Benzo[a]-
pyren-7,8-diol-9,10-epoxid. Es wird wie auch das B[a]P als kanzerogen für den Menschen 
angesehen. Abb. 32 zeigt, dass die ermittelten EC50-Werte von 9,59 und 9,73 nM für 
V79MZ1A1 bzw. V79MZ1B1 denen von Mahadevan et al. (2003) entsprechen [143]. Wäh-
rend sich bei 10-9 M nur die Werte von V79MZ1A1 geringfügig unterscheiden (p<0,05), 
ergibt sich bei 10-8 M für die Werte von V79MZ1A1 und V79MZ1B1 ein hoch signifikanter 
Unterschied zu parentalen und CYP1A2-exprimierenden Zellen (p<0,0001; Tabelle 12). 
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Abb. 32: Cytotoxizität von DB[a,l]P in V79 Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrolle, die nur mit dem Lösungsmittel (0,1% DMSO) inkubiert 
wurde. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachstum 
in 72 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert. Die Ergebnisse stammen von 3 von 
einander unabhängigen Messtagen; MW ± SEM. 
 
Tabelle 12: Cytotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit DB[a,l]P.  
Test 10 -9 M 10 -8 M 
 p-Werte 
ANOVA  0,0182 <0,0001 
S-N-K   
V79P vs V79MZ1A1 <0,05 <0,001 
V79P vs V79MZ1A2 >0,05 >0,05 
V79P vs V79MZ1B1 >0,05 <0,001 
V79MZ1A1 vs V79MZ1A2 >0,05 <0,001 
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1 >0,05 <0,001 
V79MZ1A2 vs V79MZ1B1 >0,05 <0,001 
 
5.1.6.2 Genotoxizität (Comet Assay)  
Das Ergebnis des Comet Assays mit DB[a,l]P in Konzentrationen von 1,0 bis 31,6 nM zeigen 
Abb. 33 und Tabelle 13. Entsprechend dem MTT Assay reagieren auch hier die Zelllinien, die 
CYP1A1 oder CYP1B1 exprimieren, verstärkt auf die Inkubation mit der Testsubstanz. Die 
Zellen zeigen eine konzentrationsabhängige Zunahme des OTM-Wertes. Die parentalen 
Zellen werden in diesem niedrigen Konzentrationsbereich nicht geschädigt. 
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Abb. 33: Genotoxizität von DB[a,l]P in V79MZ Zelllinien, bestimmt mit dem Comet Assay nach 
72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativ-
kontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,01%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte 
der NK: V79P: 0,32 (n = 3-12), V79MZ1A1: 0,26 (n = 5-18); V79MZ1B1: 0,29 (n = 2-3); 
MW ± SEM. 
 
Tabelle 13: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 1,0 bis 31,6 nM DB[a,l]P in 
absoluten Werten (n.a. = nicht analysiert bei n < 3).  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A1 V79MZ1B1  
ANOVA 0,6984 <0,0001 0,0002  
S-N-K  
NK vs 1,0 >0,05 >0,05 n.a.  
NK vs 3,2 >0,05 <0,05 <0,05  
NK vs 10  >0,05 <0,001 n.a.  
NK vs 32 nM >0,05 <0,001 n.a.  
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 1,0 3,2 10,0 32 nM 
ANOVA <0,0001 
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A1 >0,05 >0,05 >0,05 <0,001 
V79P vs V79MZ1B1 n.a. >0,05 n.a. n.a. 
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1 n.a. >0,05 n.a. n.a. 
 
5.1.6.3 Mutagenität (HPRT Assay) 
Die mutagene Potenz von DB[a,l]P ist eindeutig von der metabolischen Aktivierung abhän-
gig. Sie ist am stärksten in den CYP1A1-exprimierenden Zellen ausgeprägt (p<0,001 ab 
3,2 nM; Abb. 34; Tabelle 14). Auch bei den V79MZ1B1-Zellen ist im Konzentrationsbereich 
von 1,0 bis 32 nM ein deutlicher, annähernd linear konzentrationsabhängiger Anstieg der 
Mutantenfrequenz gegeben. Die in dieser Testreihe mitgeführten parentalen Zellen zeigten 
dagegen keine signifikante Zunahme an Mutationen. Das Ergebnis bestätigt, dass DB[a,l]P 
von humanem CYP1B1 und CYP1A1 sehr effektiv aktiviert wird. 
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Abb. 34: Mutagener Effekt des DB[a,l]P in V79 Zellen im HPRT-Test. Die Zellen wurden 72 h mit 
DB[a,l]P inkubiert. Die Kontrolle wurde mit 0,5% DMSO behandelt; V79P: n = 2-5, 
V79MZ1A1: n = 3-12; V79MZ1B1: n = 2-3; MW ± SEM. 
 
Tabelle 14: Mutagenität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 1,0 bis 31,6 nM DB[a,l]P 
(n.a. = nicht analysiert bei n < 3).  
Test Abhängigkeit von der Konzentration 
 V79P V79MZ1A1 V79MZ1B1  
ANOVA 0,9969 <0,0001 0,0102  
S-N-K  
NK vs 1,0   n.a.  
NK vs 3,2 >0,05 <0,001 <0,01  
NK vs 10   <0,001   
NK vs 32 nM n.a. <0,001   
 Abhängigkeit vom Zelltyp 
 1,0 3,2 10,0 32 nM 
ANOVA <0,0001 
S-N-K  
V79P vs V79MZ1A1  >0,05  n.a. 
V79P vs V79MZ1B1  <0,001   
V79MZ1A1 vs V79MZ1B1  <0,001   
 
5.2 Wechselwirkungen 
5.2.1 4-Aminobiphenyl mit 100fach höheren Konzentrationen von m-Toluidin 
5.2.1.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Die Wechselwirkungen zwischen dem kanzerogenen 4-ABP und dem nicht kanzerogenen 
m-Tol wurden entsprechend der Belastung des Menschen mit einem 100fachen Überschuss an 
m-Tol untersucht (Abb. 35). Im MTT-Test bestätigt sich für die Einzelsubstanzen die geringe 
Toxizität, die bei 4-ABP keine Abhängigkeit von den exprimierten Enzymen zeigt, bei m-Tol 
ein geringfügig höhere Toxizität in den parentalen Zellen. In der Kombination kommt außer 
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bei diesen Kontrollzellen zu einer deutlichen Potenzierung der Toxizität, die EC50-Werte 
verringern sich z.T. um mehr als das Hundertfache. Wegen der geringen Anzahl von 
Versuchen war eine statistische Absicherung dieser Ergebnisse nicht möglich.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 35: Wechselwirkung zwischen 4-ABP und m-Tol (1+100) in V79MZ Zelllinien; Inkubation 
der Zellen mit den jeweiligen Substanzen für 72 h; NK behandelt mit 0,05% DMSO. Der 
EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachstum in 72 h auf 
50% der Kontrollwerte reduziert; MW ± SEM. 
 
5.2.2 o-Toluidin mit gleichen und 10fach höheren Konzentrationen von 
m-Toluidin 
5.2.2.1 Genotoxizität (Comet Assay) 
Versuche zu Wechselwirkungen wurden auch zwischen o- und m-Toluidin (Abb. 36) durch-
geführt. Die Substanzen wurden einzeln in den Konzentrationen 1 und 10 mM eingesetzt und 
in der Kombination 1+1 (o-Tol/m-Tol je 1 mM) bzw. 1+10 (1 mM o-Tol + 10 mM m-Tol) 
verwendet. Für die Versuche wurde exemplarisch die Zelllinie V79MZ1A2 ausgewählt, da 
man für dieses Cytochrom eine Rolle im Metabolismus von aromatischen Aminen vermutet. 
Während o-Tol eine konzentrationsabhängige Zunahme der OTM-Werte zeigt, ist m-Tol nur 
in der höheren Konzentration schwach genotoxisch. In der 1+1 und 1+10 Kombination wird 
der Effekt von o-Tol durch m-Tol deutlich abgeschwächt Eine statistische Absicherung ist 
wegen der geringen Anzahl von Versuchen nicht möglich.  
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Abb. 36: Wechselwirkung zwischen o-und m-Tol, bestimmt mit dem Comet Assay in V79MZ1A2 
Zellen nach 72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der 
Negativkontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,01%) behandelten Zelllinien. Die Ergeb-
nisse stammen von 2 von einander unabhängigen Messtagen; absoluter OTM-Wert 
der NK: 0,33 (n = 2); MW ± SEM.  
 
5.2.2.2 Mutagenität (HPRT-Assay) 
Wechselwirkungen zwischen o- und m-Toluidin wurden zusätzlich im HPRT-Test mit den 
V79MZ1A2-Zellen überprüft (Abb. 37; Tabelle 15). Bei Einzelinkubation mit 1 und 10 mM 
wirken beide Toluidine dosisabhängig mutagen, o-Tol etwas stärker als m-Tol. In der 1+1 
Kombination (je 1 mM) kommt es zu einer signifikanten Abschwächung der mutagenen 
Wirkung (p<0,0001), die bei der 1+10 Kombination (1 mM o-Tol, 10 mM m-Tol) nicht mehr 
erkennbar ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 37: Mutagener Effekt des o- und m-Tol alleine und in Kombinationen in V79MZ1A2 Zellen 
nach 72 h Inkubation im HPRT-Test. Die Kontrolle wurde mit 0,5% DMSO behandelt. 
Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 von einander unab-
hängigen Messtagen (n = 3); MW ± SEM. 
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Tabelle 15: Mutagenität in V79MZ1A2-Zellen nach 72 h Inkubation mit o- und m-Tol.  
 m-Tol o-Tol 
MW ± SE   
1 mM 13,03 ± 18,60 19,17 ± 0,66 
10 mM 0,32 ± 6,53 34,66 ± 10,34 
 m-Tol + o-Tol 
 1+1 1+10 
MW ± SE 16,90 ± 0,29 50,25 ± 6,64 
komb. MW ± SE 32,2 ± 0,73 37,77 ± 6,56 
  
Test 1+1 1+10 
p-Wert <0,0001 0,25 
 
5.2.3 Wechselwirkung von Dibenzo[a,l]pyren und Pyren 
5.2.3.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Im folgenden Ansatz wurden die Zelllinien, welche CYP1A1 bzw. CYP1B1 exprimieren mit 
DB[a,l]P und dem nicht kanzerogenen Pyren einzeln und mit beiden Substanzen in Kombina-
tion untersucht (Abb. 38). Dabei wurde das Pyren gegenüber dem DB[a,l]P in 100- bzw. 
1000fachem Überschuss eingesetzt. Für die Einzelinkubationen bestätigt sich der große Un-
terschied in der Cytotoxizität von Pyren und DB[a,l]P. Ein Kombinationseffekt im Sinne einer 
deutlichen Abschwächung der Toxizität ist nur bei CYP1B1-exprimierenden Zellen und ei-
nem 1000fachen Überschuss von Pyren zu beobachten. Eine statistische Bewertung ist wegen 
der geringen Anzahl von Versuchen nicht möglich. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 38: Wechselwirkung zwischen DB[a,l]P und Pyren in 100 bzw. 1000fachem Überschuss in 
den V79MZ Zelllinien, bestimmt mit dem MTT Assay. Der EC50-Wert stellt die Substrat-
konzentration dar, die das Koloniewachstum in 72 h auf 50% der Kontrollwerte redu-
ziert; MW (n = 2). 
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5.2.3.2 Genotoxizität (Comet Assay) 
Bei der Untersuchung von Wechselwirkungen auf genotoxischer Ebene zwischen DB[a,l]P 
und Pyren in den Zelllinien V79MZ1A1 und V79MZ1B1 wurde das nicht kanzerogene Pyren 
entsprechend seiner höheren Umweltpräsenz in 100- und 1000fachem Überschuss gegenüber 
DB[a,l]P eingesetzt (Abb. 39; Tabelle 16). Während 3,2 nM DB[a,l]P alleine dessen starke 
Genotoxizität bestätigt, ist bei Pyren alleine mit 0,3 und 3,2 µM kein genotoxischer Effekt zu 
verzeichnen. Wird nun Pyren in 100- oder 1000fachem Überschuss zum DB[a,l]P zugegeben, 
schwächt es die genotoxische Wirkung von DB[a,l]P konzentrationsabhängig ab. Die 
Unterschiede sind bei den V79MZ1A1 Zellen nicht signifikant, bei den V79MZ1B1 Zellen 
(n<3) war keine statistische Prüfung möglich.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 39: Wechselwirkung von DB[a,l]P und Pyren in 100- bzw. 1000fachem Überschuss, be-
stimmt mit dem Comet Assay nach 72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich 
auf die Mittelwerte der Negativkontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,04%) behandelten 
Zelllinien; absolute OTM-Werte der NK: V79MZ1A1: 0,33 (n = 4-8); V79MZ1B1: 0,20 
(n = 2); .MW (n<3) bzw. MW ± SEM (n>3). 
Tabelle 16: Genotoxizität in V79MZ1A1-Zellen nach 72 h Inkubation mit Pyren und DB[a,l]P in 
absoluten Werten.  
 Pyren DB[a,l]P 
MW ± SEM   
3,2 nM  7,52 ± 2,14 
0,3 µM 0,44 ± 0,02  
3,2 µM 0,49 ± 0,13  
 Pyren + DB[a,l]P 
 1+100 1+1000 
MW ± SEM 5,92 ± 0,85 3,53 ± 1,23 
komb. MW ± SEM 7,96 ± 2,14 8,01 ± 2,14 
t-Test (p) 0,40 0,12 
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5.2.3.3 Mutagenität (HPRT-Assay) 
Um herauszufinden, inwiefern sich die mutagene Potenz nach gemeinsamer Inkubation von 
DB[a,l]P mit Pyren verändert, wurde zusätzlich ein HPRT-Test durchgeführt (Abb. 40). Hier 
wurden neben den V79MZ1A1-Zellen zum Vergleich parentale Zellen in den Test einbezo-
gen. Die Mutantenzahlen pro 106 Zellen liegen für die jeweiligen Negativkontrollen unterhalb 
der Spontanmutationsrate von 10. In den parentalen Zellen entstehen durch die Inkubation mit 
DB[a,l]P (3,2 nM) etwa 135 Mutanten im Vergleich zu 38 nach Inkubation mit 3,2 µM Pyren. 
In den CYP1A1-exprimierenden Zellen werden durch DB[a,l]P deutlich mehr Mutationen 
ausgelöst, während das Pyren alleine praktisch keine Mutationen hervorruft. Die geringfügige 
Steigerung der Mutantenzahl nach Kombination von DB[a,l]P mit 1000fachem Überschuss 
von Pyren konnte wegen zu geringer Anzahl an Versuchen statistisch nicht abgesichert 
werden. Das gleiche gilt für die Abschwächung der Mutagenität in der parentalen Zelllinie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 40: Wechselwirkung zwischen DB[a,l]P und Pyren in 1000fachem Überschuss in V79MZ-
Zellen im HPRT-Test; Inkubation für 72 h; Behandlung der NK mit 0,05% DMSO; V79P: 
n = 2-6; V79MZ1A1: n = 2-5; MW (n<3) bzw. MW ± SEM (n>3). 
 
5.2.4 Wechselwirkung von Dibenzo[a,l]pyren und 4-Aminobiphenyl bzw. 
o-Toluidin 
5.2.4.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Es wurden zunächst auf cytotoxischer Ebene in V79MZ1A1-Zellen Wechselwirkungen zwi-
schen DB[a,l]P und den aromatischen Aminen, o-Tol und 4-ABP, untersucht (Abb. 41). Bei 
der Untersuchung der Einzelsubstanzen bestätigte sich die hohe Cytotoxizität von DB[a,l]P, 
die sich um 4 Zehnerpotenzen von den aromatischen Aminen unterscheidet. Bei der gleich-
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zeitigen Gabe äquimolarer Mengen wird die Cytotoxizität des DB[a,l]P durch o-Tol noch 
leicht gesteigert. Dagegen hebt die zusätzliche Inkubation mit 4-ABP die Cytotoxizität von 
DB[a,l]P völlig auf. Statistisch sind diese Ergebnisse wegen der nur zweimaligen Durchfüh-
rung des MTT-Tests nicht abzusichern. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 41: Wechselwirkung zwischen DB[a,l]P und o-Tol bzw. 4-ABP in äquimolaren Konzentra-
tionen, bestimmt mit dem MTT Assay in der Zelllinie V79MZ1A1. Der EC50-Wert stellt 
die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachstum in 72 h auf 50% der 
Kontrollwerte reduziert; MW (n = 2). 
 
5.2.4.2 Genotoxizität (Comet Assay) 
Die Wechselwirkungen hinsichtlich der Genotoxizität wurden zwischen DB[a,l]P und o-Tol 
bzw. 4-ABP bei verschiedenen Zelllinien untersucht. Bei den V79MZ1B1-Zellen ist nach 
72 h Inkubation mit den aromatischen Aminen alleine keine Genotoxizität zu erreichen, wäh-
rend DB[a,l]P bereits in einer Konzentration von 3,2 nM die Kometenbildung deutlich erhöht 
(Abb. 42). In der Kombination zeigen die Doppeluntersuchungen keine wesentliche Beein-
flussung wird Genotoxizität von DB[a,l]P durch die aromatischen Amine.  
In den V79MZ1A1 Zellen ist der genotoxische Effekt von DB[a,l]P vergleichbar zu dem in 
den CYP1B1-exprimierenden Zellen (Abb. 43), die aromatischen Amine sind mit Ausnahme 
einer geringen Steigerung bei 3,2 µM o-Tol wirken auch hier nicht genotoxisch. Bei den 
Wechselwirkungen zeichnet sich dagegen eine deutliche Abschwächung der Genotoxizität 
von DB[a,l]P ab und wird durch den 1000fachen Überschuss and o-Tol vollständig 
aufgehoben. Auch diese Doppelbestimmungen erlauben keine statistische Bewertung. 
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Abb. 42: Wechselwirkung zwischen DB[a,l]P und 4-ABP bzw. o-Tol in der Zelllinie V79MZ1B1, 
bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen 
sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,05%) 
behandelten Zelllinien; absoluter OTM-Wert der NK: 0,32 (n = 2); MW. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 43: Wechselwirkung zwischen DB[a,l]P und 4-ABP bzw. o-Tol in der Zelllinie V79MZ1A1, 
bestimmt mit dem Comet Assay nach 72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen 
sich auf die Mittelwerte der Negativkontrollen (NK) der nur mit DMSO (0,05%) 
behandelten Zelllinien; absoluter OTM-Wert der NK: 0,26 (n = 2); MW. 
 
In parentalen und CYP1A2-exprimierenden Zellen wirkt DB[a,l]P fast nicht genotoxisch 
(Abb. 44 und 45). Es bestätigt sich die Notwendigkeit einer metabolischen Aktivierung durch 
CYP1A1 oder CYP1B1 für die Ausprägung der starken Genotoxizität von DB[a,l]P. o-Tol ist 
bei der niedrigen Konzentration von 3,2 nM in parentalen und V79MZ1A2-Zellen ebenfalls 
nur schwach genotoxisch. In der Kombination addieren sich bei den parentalen Zellen diese 
schwachen Effekte nicht, es kommt zu signifikant geringeren OTM-Werten als durch die 
Addition zu erwarten wäre (Tabelle 17). 
4-ABP ist wie o-Tol in der Konzentration von 3,2 nM in parentalen wie CYP1A2-exprimie-
renden Zellen nur schwach genotoxisch (Abb. 45; Tabelle 18). In Kombination mit DB[a,l]P 
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kommt es in beiden Zelllinien zu einem signifikant geringeren Effekt im Vergleich zur 
Addition der Einzelergebnisse.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 44: Wechselwirkung zwischen o-Tol und DB[a,l]P, bestimmt mit dem Comet Assay nach 
72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkon-
trollen (NK) der nur mit DMSO (0,05%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der 
NK: V79P: 0,2 (n = 3-4); V79MZ1A2: 0,29 (n = 3-6); MW ± SEM. 
 
Tabelle 17: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit o-Tol und DB[a,l]P in 
absoluten Werten.  
 V79P V79MZ1A2 
 o-Tol DB[a,l]P o-Tol DB[a,l]P 
 3,2 nM 3,2 nM 
MW ± SEM 0,65 ± 0,12 0,49 ± 0,11 0,87 ± 0,25 0,29 ± 0,08 
 1+1  1+1  
MW ± SEM 0,19 ± 0,04  0,42 ± 0,11  
komb. MW ± SEM 1,14 ± 0,17  1,16 ± 0,26  
t-Test (p) 0,0054  0,0570  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 45: Wechselwirkung zwischen 4-ABP und DB[a,l]P, bestimmt mit dem Comet Assay nach 
72 h Inkubation. Die relativen Werte beziehen sich auf die Mittelwerte der Negativkon-
trollen (NK) der nur mit DMSO (0,05%) behandelten Zelllinien; absolute OTM-Werte der 
NK: V79P: 0,2 (n = 3-5); V79MZ1A2: 0,29 (n = 3-6); MW ± SEM. 
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Tabelle 18: Genotoxizität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 4-ABP und DB[a,l]P in 
absoluten Werten. 
 V79P V79MZ1A2 
 4-ABP DB[a,l]P 4-ABP DB[a,l]P 
 3,2 nM 3,2 nM 
MW ± SEM 0,67 ± 0,07 0,49 ± 0,11 1,12 ± 0,14 0,49 ± 0,11 
 1+1  1+1  
MW ± SEM 0,65 ± 0,02  1,03 ± 0,01  
komb. MW ± SEM 1,16 ± 0,13  1,61 ± 0,18  
t-Test (p) 0,0179  0,0324  
 
5.2.4.3 Mutagenität (HPRT-Assay) 
Die Wechselwirkung zwischen DB[a,l]P und 4-ABP wurde auch im HPRT-Test überprüft 
(Abb. 46; Tabelle 19). In CYP1A1-exprimierenden Zellen löst die alleinige Gabe von 3,2 nM 
4-ABP keine Mutationen aus, während sich die mutagene Wirkung von DB[a,l]P bestätigt. In 
der Kombination mit 4-ABP wird die Mutantenzahl von DB[a,l]P in der V79MZ1A1-Zelllinie 
signifikant herabgesetzt. In den parentalen Zellen ist die Mutationsrate wesentlich geringer, in 
der Kombination kommt es zu einem schwachen, nicht signifikanten additiven Effekt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 46: Wechselwirkung zwischen 4-ABP und DB[a,l]P (jeweils 3,2 nM) im HPRT-Test; Inku-
bation für 72 h in V79MZ-Zellen; Behandlung der NK mit 0,05% DMSO; V79P: n = 3-6; 
V79MZ1A1: n= 3-5; MW ± SEM. 
 
Tabelle 19: Mutagenität in V79MZ-Zellen nach 72 h Inkubation mit 4-ABP und DB[a,l]P.  
 V79P V79MZ1A1 
 4-ABP DB[a,l]P 4-ABP DB[a,l]P 
 3,2 nM 3,2 nM 
MW ± SEM 16,40 ± 6,02 15,9 ± 7,23 3,490 ± 1,175 273,7 ± 8,96 
 4-ABP + DB[a,l]P: 1+1 
MW ± SEM 58,27 ± 22,31 175,5 ± 25,73 
komb. MW ± SEM 32,29 ± 9,41 277,19 ± 9,04 
t-Test (p) 0,34 0,0039 
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5.2.5 Wechselwirkung von Pyren in 100- und 1000fach höheren 
Konzentrationen mit 4-Aminobiphenyl 
5.2.5.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
In dem durch die Löslichkeit von Pyren begrenzten Konzentrationsbereich (max. Konzen-
tration von Pyren: 3,2 µM), wird weder mit 100- noch mit 1000fachem Überschuss von Pyren 
in Kombination mit 4-ABP eine ausreichend hohe Cytotoxizität erreicht (Abb. 47 und 48; 
Tabelle 20 und 21). Ob es eine Kombinationswirkung des aromatischen Amins mit dem 
polyzyklischen Kohlenwasserstoff auf Ebene der Cytotoxizität gibt, kann deshalb bei den 
eingesetzten Zelllinien, V79P, V79MZ1A1 und V79MZ1A2, nicht beurteilt werden. Auf eine 
statistische Auswertung wurde deshalb verzichtet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 47: Wechselwirkung zwischen 4-ABP und 100fach Pyren in V79MZ Zelllinien, bestimmt 
mit dem MTT Assay nach 72 h Inkubation. MW ± SEM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 48: Wechselwirkung zwischen 4-ABP und 100fach Pyren in V79MZ Zelllinien, bestimmt 
mit dem MTT Assay nach 72 h Inkubation. MW ± SEM. 
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5.2.5.2 Mutagenität (HPRT-Assay) 
Im HPRT-Test bleiben alle Ergebnisse mit Pyren und 4-ABP alleine und in der Kombination 
im Bereich der Kontrollwerte (Abb. 49). Eine mögliche Kombinationswirkung lässt sich auch 
aus diesem Ergebnis nicht ableiten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 49: HPRT Assay zu Wechselwirkungen zwischen 4-ABP und 100- bzw. 1000fach Pyren; 
Inkubation für 72 h in V79MZ1A1-Zellen. Behandlung der NK mit 0,05% DMSO; n = 3-5; 
MW ± SEM. 
 
5.3 Bestimmung von DNA-Addukten mit 32P-Postlabeling 
Das 32P-Postlabeling stellt eine sehr empfindliche Methode zum Nachweis von Fremdstoffen 
dar, die kovalent an Basen der DNA gebunden sind. Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse 
zeigen die Grenzen, aber auch die Möglichkeiten dieser Alternative zu den anderen Test-
verfahren dieser Studie. 
5.3.1 DNA-Addukte von aromatischen Aminen 
Mit 4-ABP konnte nur bei der niedrigeren Konzentration von 10 µM eine diagonale radio-
aktive Zone (DRZ) auf den DC-Platten erkannt werden (Abb. 50). Sie war bei der Zelle mit 
Koexpression von CYP1A2 und NAT2*4 deutlich gegenüber der V79MZ1A2-Zellen abge-
schwächt (Tab. 20). Innerhalb der DRZ sind nur andeutungsweise diskrete Adduktspots zu er-
kennen, die dem bekannten Hauptaddukt von 4-ABP, dem Desoxyguanosin-8-yl-4-ABP [144] 
entsprechen könnten. Bei Einsatz von 100 µM 4-ABP ist nur noch bei den V79MZ1B1-Zellen 
eine DRZ erkennbar, die geringer ausfällt als nach der niedrigeren Konzentration (Abb. 51). 
Bei den CYP1A1- und CYP1A2-exprimierenden Zellen ist keine DRZ nachweisbar. 
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Abb. 50: 32P-DC-Chromatogramme der DNA von Zellen nach Inkubation für 72 h mit 10 µM 
4-ABP. Die Kreise geben die mutmaßliche Position von Desoxyguanosin-8-yl-4-ABP 
an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 51: 32P-DC-Chromatogramme der DNA von Zellen nach Inkubation für 72 h mit 100 µM 
4-ABP. 
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Tabelle 20: Radioaktivitätsgehalt (dpm) in der diagonalen Zone der DC-Chromatogramme von 
DNA nach 72 h Inkubation der Zellen mit aromatischen Aminen. 
 
Aromatisches Amin Konzentration 
[µM] 
V79MZ 
1A1 
V79MZ 
1A2 
V79MZ 
1B1 
V79MZ 
1A2/NAT2*4 
4-ABP            10  15.273    6.725    6.643          2.068 
4-ABP          100       457       363    3.349             n.a. 
o-Tol        8000       406       n.a.       n.a.             n.a. 
o-Tol      16000       n.a.       n.a.       278             n.a. 
m-Tol        1000    5.710       889    1.486          8.706 
4-ABP + m-Tol 10 + 1000    4.175       443       681          5.926 
 
Mit hohen Konzentrationen von o-Toluidin (8 und 16 mM) wurden keine Addukte gesehen 
(Abb. 52). Nach Inkubation der Zellen mit 1 mM m-Toluidin ist eine DRZ erkennbar, die in 
der Reihenfolge CYP1A2/NAT2*4 > CYP1A1 > CYP1B1 > CYP1A2 abnimmt (Tabelle 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 52: 32P-DC-Chromatogramme der DNA von Zellen nach Inkubation für 72 h mit 8 mM o-Tol. 
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Abb. 53: 32P-DC-Chromatogramme der DNA von Zellen nach Inkubation für 72 h mit 1 mM 
m-Tol. 
 
Die Inkubation mit einem Gemisch aus 10 µM 4-ABP und 1000 µM m-Tol führt bei den 
CYP1A2- und CYP1B1-exprimierenden Zellen zu einer deutlichen Reduktion der DRZ. In 
den CYP1A1-exprimierenden und den CYP1A2/NAT2*4 koexprimierenden Zellen ist die 
DRZ nach Ko-Inkubation ebenfalls niedriger als nach Inkubation mit den Einzelsubstanzen, 
d.h. auch hier ist eine Hemmung der DNA-Adduktbildung gegeben (Tab. 20).  
 
5.3.2 DNA-Addukte von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen 
Die hohe genotoxische und mutagene Potenz von DB[a,l]P in CYP1A1- und CYP1B1-
exprimierenden Zellen spiegelt sich auch in den DNA-Addukten wieder (Abb. 54). Trotz 
Einsatz einer sehr niedrigen Konzentration von 76 nM DB[a,l]P sind in der starken DRZ eine 
Reihe von Adduktspots erkennbar. Der große Spot nahe am Auftragspunkt entspricht sehr 
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lipophilen Addukten, die auf der DC nur eine sehr geringe Migration aufweisen. In der DRZ 
wurden mit insgesamt 450.326 dpm bei den CYP1A1-exprimierenden Zellen deutlich mehr 
Radioaktivität nachgewiesen als mit 148.940 dpm bei den V79MZ1B1-Zellen. Dieser 
Einzelbefund steht im Gegensatz zur stärker mutagenen und genotoxischen Wirkung von 
CYP1B1- gegenüber CYP1A1-exprimierenden Zellen. Die hohe Adduktrate und die 
zahlreichen Adduktspots lassen das 32P-Postlabeling als effektives Testverfahren erscheinen, 
um Wechselwirkungen von DB[a,l]P mit anderen Umweltschadstoffen auf der Ebene 
einzelner Addukte zu untersuchen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 54: 32P-DC-Chromatogramme der DNA von Zellen nach Inkubation für 72 h mit 76 nM 
DB[a,l]P. 
 
5.4 MNNG als Positivkontrolle 
Das als Positivkontrolle eingesetzte N-Methyl-N‘-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) gehört 
in die Gruppe der Nitrosamide. Während bei den Nitrosaminen die für die kanzerogene Wir-
kung relevanten reaktiven Intermediate, elektrophile Diazohydroxidverbindungen, Diazo-
nium- bzw. Carbeniumionen, erst durch metabolische Aktivierung gebildet werden, unterliegt 
MNNG im wässrigen System einem spontanen Zerfall. Die gebildeten reaktionsfähigen 
Gruppen können mit DNA, RNA und Proteinen eine kovalente Bindung eingehen und so zu 
Cytotoxizität und Genotoxizität führen [145]. MNNG ist im Tierversuch eindeutig kanzero-
gen: So wurden zum Beispiel Veränderungen des Gastrointestinaltrakts beschrieben [146] 
oder gehäuftes Auftreten von Hautkrebs bei Mäusen [147]. Die IARC stuft MNNG in die 
Gruppe 2A, als wahrscheinlich kanzerogen beim Menschen ein (http://www-cie.iarc.fr/ 
monoeval/grlist.html). Es konnte an Lymphoblasten gezeigt werden, dass MNNG nicht nur 
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mutagene und kanzerogene Wirkung hat, sondern auch cytotoxisch ist, da es zum 
programmierten Zelltod, zur Apoptose führen kann [148]. Die hier beispielhaft gezeigten 
Ergebnisse wurden nicht statistisch bewertet. 
 
5.4.1 Cytotoxizität (MTT Assay) 
Zur Messung von Vitalität und Wachstum der Zellen wurde der MTT-Test verwendet. In 
unseren Experimenten zeigt MNNG eine erhöhte Cytotoxizität ab 50 µM MNNG (Abb. 55). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 55: Cytotoxizität von MNNG in V79P Zellen, bestimmt mit dem MTT Assay. Die Werte 
beziehen sich auf die Kontrolle, die nur mit dem Lösungsmittel (0,01% DMSO) inku-
biert wurde. Der EC50-Wert stellt die Substratkonzentration dar, die das Koloniewachs-
tum in 2 h auf 50% der Kontrollwerte reduziert; MW ± SEM (n = 8). 
 
5.4.2 Genotoxizität (Comet Assay) 
In Übereinstimmung mit den Literaturdaten erzeugte MNNG eine dosisabhängige massive 
DNA-Fragmentierung (Abb. 56).  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 56: Genotoxizität von MNNG in V79P Zellen, bestimmt mit dem Comet Assay nach 2 h In-
kubation. Die relativen Werte beziehen sich auf den Mittelwert der Negativkontrolle 
(NK), der nur mit DMSO (0,01%) behandelten Zellen. (n = 1); MW ± SEM. 
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5.4.3 Mutagenität (HPRT Assay) 
Auch im HPRT-Test bestätigte sich die starke mutagene Wirkung von MNNG auf V79P 
Zellen (Abb. 57). Die Mutantenzahl nimmt konzentrationsabhängig auf bis zu 1800 Mutanten 
pro 106 Zellen zu.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 57: Mutagenität von MNNG in V79P Zellen, bestimmt mit dem HPRT Assay nach 2 h In-
kubation. Negativkontrolle (NK): nur mit DMSO (0,01%) behandelte Zellen; MW (n = 2). 
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6 Diskussion 
Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeführten Experimente verfolgten das Ziel, die 
Rolle einer Metabolisierung durch humane Enzyme für die Toxizität verschiedener PAK und 
aromatischer Amine am Modell der V79MZ-Zelllinie zu untersuchen. Ein weiteres Ziel war 
die Charakterisierung möglicher Interaktionen der verschiedenen Umweltgifte bei gleichzeiti-
ger Applikation. 
 
6.1 Diskussion der Methodik 
Viele körpereigene sowie die meisten körperfremden Stoffe müssen im Organismus in 
wasserlösliche, ausscheidungsfähige Strukturen umgewandelt werden. Die Biotransformation 
führt zu einer Erhöhung der Polarität und dient der erleichterten Ausscheidung der Substan-
zen. Bei toxischen Stoffen entstehen jedoch häufig reaktionsfähige Metaboliten, die mit den 
nukleophilen Stellen von Zellbestandteilen reagieren und diese schädigen können [149]. Die 
Biotransformation wird in 2 Phasen unterteilt. Die erste Phase stellt eine Oxidation, Reduk-
tion oder Hydrolyse dar. In der zweiten Phase erfolgt eine Konjugation mit Glukuronsäure, 
Schwefelsäure, Essigsäure, Aminosäuren oder Glutathion. Diese Phasen werden von 
bestimmten Enzymen vermittelt. Viele Erbgut schädigende Substanzen müssen erst durch 
Enzymsysteme wie Cytochrom P-450 aktiviert werden. Die als Monooxygenasen funktionie-
renden Cytochrom-P450-Enzyme fügen jeweils ein Sauerstoffatom in ihre Substrate ein. Das 
Einfügen eines Sauerstoffatoms in Kohlenstoff-Doppelbindungen von polyzyklischen 
Aromaten unter Entstehung hochreaktiver Epoxide wurde bereits für viele PAK beschrieben, 
darunter Benzo[a]pyren [67,72]. Hochreaktive Epoxide werden als Auslöser für permanente 
DNA-Veränderungen und damit als Schlüssel zur Kanzerogenität angesehen. Die 
metabolische Aktivierung der aromatischen Amine erfolgt über CYP1A2 und hängt von einer 
initialen N-Hydroxylierung zu Hydroxylaminen ab [86]. 
 
6.1.1 V79 Zellbatterie 
Zur Identifizierung von humanen Cytochrom P450 (CYP) Enzymen, die an der metabolischen 
Aktivierung der ausgewählten Substanzen beteiligt sind, wurden gentechnisch veränderte 
Säugerzelllinien verwendet, die verschiedene humane CYP Enzyme (CYP1A1, CYP1A2, 
CYP1B1) und/oder N-Acetyltransferasen (NAT2) stabil exprimieren. Diese Zelllinien basie-
ren auf der Zelllinie V79MZ, die Lungenfibroblasten des Chinesischen Hamsters entstammt 
und keine fremdstoffmetabolisierende CYP-abhängige Aktivität besitzt [110]. Im Gegensatz 
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zu reinen in vitro Experimenten mit isolierten Enzymen lassen sich an der DNA dieser trans-
formierten Zellen, die ähnlich einem intakten Organismus in der Lage sind, Fremdstoffe zu 
aktivieren, spezifische Addukte, Mutationen, und Strangbrüche von Substanzen, die erwiese-
ner Maßen für Menschen schädlich sind, erzeugen. Dies gilt, wie hier gezeigt, insbesondere 
für polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe wie DB[a,l]P [78].  
Vorteil der CYP-exprimierenden V79-Zellen ist, dass der Beitrag einzelner CYP Enzyms an 
der Umsetzung bestimmter Substanzen untersucht werden kann und somit anderen Systemen 
überlegen ist, in denen verschiedene CYP Enzyme nebeneinander vorliegen wie z.B. in 
Leberzellen [150]. Durch die Untersuchung verschiedener Endpunkte (Cytotoxizität, Muta-
genität, DNA-Adduktbildung) in der V79MZ-Testbatterie kann ermittelt werden, ob und 
welche toxikologisch relevanten Endpunkte einer Chemikalie unter dem Einfluss eines 
bestimmten CYP Isoenzyms in der Zellkultur hervorgerufen werden.  
In vivo-Systeme, wie sie beispielsweise Versuchstiere repräsentieren, sind sehr komplex, 
haben einen unspezifischen Hintergrund, sind nur eingeschränkt standardisierbar und spielen 
daher bei der Beantwortung mechanistischer Fragestellungen nur eine untergeordnete Rolle. 
Demzufolge sind die aus Inhibitions-, Induktions- und knock-out-Studien resultierenden 
Daten oft widersprüchlich und nur bedingt miteinander vergleichbar. Rekombinante in vitro-
Testsysteme sind dagegen durch eine gute Standardisierbarkeit, hohe Spezifität, niedrige 
Komplexität und hohe Prädiktivität gekennzeichnet. Dies trifft auch für das V79-Expressions-
system zu [150].  
Im Gegensatz zu anderen Expressionssystemen erlauben V79-Zellen die Untersuchung einer 
Vielzahl toxikologischer Endpunkte bei niedrigem und stabilem Hintergrund. Sie eignen sich 
daher besonders für Mutagenitäts- und Toxizitätsstudien [111]. Insbesondere zeichnen sich 
V79-Zellen gegenüber allen anderen Säugerzelllinien, einschließlich solcher vom Menschen, 
durch einen außergewöhnlich stabilen, pseudodiploiden Karyotyp mit konstanter Chromoso-
menzahl aus, der auch nach Transfektion mit Fremd-DNA erhalten werden kann [117]. Dies 
ist gerade im Hinblick auf cytogenetische Endpunkte entscheidend. V79-Zellen haben darüber 
hinaus eine sehr kurze Generationszeit von weniger als 12 Stunden und lassen sich mit hoher 
Klonierungseffizienz stabil transfizieren [118]. Für die Spezifität des Testsystems spricht, 
dass die hier verwendeten V79-Zellen des sogenannten Mainzer Subklons (V79MZ) weder 
endogenes Cytochrom P450 [119,120] noch signifikante N-Acetyltransferase-Aktivitäten auf-
weisen [23]. Daher sind sie sowohl für das transfizierte Cytochrom P450-Isoenzym, als auch 
für die polymorphen Formen der N-Acetyltransferase Typ 2 exakt definiert. Glatt et al. [114] 
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fanden in V79-Zellen zwar Cytochrom-P450-Reduktase- und Epoxidhydrolase-, aber keiner-
lei Monooxygenaseaktivität. Die Zellen besitzen eine hohe Aktivität von Glutathion-S-Trans-
ferasen, aber keinerlei endogene Aktivität von UDP-Glucuronosyltransferasen [115,116] oder 
Enzymen der SULT-Superfamilie. 
Das Modell der Zellbatterie stellt eine Annäherung an den lebenden Organismus dar. Jedoch 
ist auch die Reaktion der Zellen nicht mit der von Zellen im lebenden Organismus identisch: 
Zum Beispiel fehlt den Zellen die Gesamtversorgung mit Nährstoffen durch den Organismus. 
Durch ein spezielles Nährmedium, in dem die Zellen kultiviert werden, versucht man die 
Lebensbedingungen der Zellen möglichst naturgetreu nachzuahmen. 
Auch ist es fraglich, ob der genotoxische Effekt einzelner Schadstoffe auf einzelne Zellen 
repräsentativ für die Lebens- und Arbeitssituation ist. Die eingesetzten Konzentrationen der 
Umweltgifte basieren auf Vorversuchen aus unserem Labor und auf anderen Veröffentlichun-
gen [78,151]. Zwar waren die Stoffkonzentrationen höher als die tägliche Belastung mit die-
sen Substanzen in der Umwelt oder am Arbeitsplatz, dafür war die Exposition von geringerer 
Dauer. Eine jahrelange Schadstoffbelastung ist bislang nur im Tierversuch möglich. 
  
6.1.2 Comet Assay 
Der alkalische Einzelzell-Mikrogelelektrophorese-Assay, kurz Comet Assay, kann zum 
Nachweis DNA-schädigender Potenziale verschiedener Stoffgruppen herangezogen werden. 
Er stellt eine Methode zur Darstellung von DNA-Schäden an Einzelzellen dar. Mit dem 
Comet Assay wird der Nachweis von Einzelstrangbrüchen, alkalilabilen Stellen und von 
Fragmenten, die aus der sogenannten Exzisionsreparatur stammen, ermöglicht [126,127,130]. 
Erstmals wurde der Comet Assay 1984 von Östling und Johanson beschrieben [152]. Das 
Verfahren wurde von ihnen herangezogen, um die Migration von DNA von Brustdrüsenzellen 
nach Bestrahlung beurteilen zu können. Separierte Einzelzellen werden in einem Agarosegel 
suspendiert und die Kern- und Zellmembranen lysiert. Bei Schädigung des Kerninhaltes und 
durch Auflösung der Verdrillung (Supercoiling) der DNA-Helix werden die durch Strang-
brüche gelösten DNA-Fragmente frei. Die Moleküle sind polarisiert und wandern im elektri-
schen Feld in Richtung Anode. Durch anschließende Färbung mit einem fluoreszierenden 
Farbstoff kann diese Migration unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. 
Unfragmentierte DNA befindet sich im Kopf der kometenartigen Konfiguration, der Schweif 
besteht aus Fragmenten. Die Wanderung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld weist eine 
Proportionalität zur induzierten Schädigung auf. Als Nachweis für die Vitalität der Zellen 
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diente der Trypanblau-Ausschlusstest. Der Comet Assay bot sich als relativ schnell und 
kostengünstig durchzuführende Methode an, um Erbgut schädigende Wirkungen zu unter-
suchen. 
Allerdings gibt der Comet Assay nur quantitative Aussagen über das Ausmaß der Schädigun-
gen. Eine genaue Lokalisation der Schäden auf einzelne Genorte ist nicht möglich. Hierfür 
würde sich ein neu entwickeltes Verfahren anbieten, welches die Fluoreszenz-in situ-Hybridi-
sierung (FISH) mit dem Comet Assay kombiniert [153]. 
Als quantitatives Maß für DNA-Strangbrüche wurde in der vorliegenden Arbeit das Olive tail 
moment (OTM) gewählt [131], das als Mittelwert aus mindestens 100 Zellen pro Probe, 
verteilt auf zwei Objektträger, angegeben wird. Andere Verfahren zur Bewertung und Berech-
nung der DNA-Schädigung haben keine Vorteile gegenüber dem OTM gezeigt [154]. 
Genotoxische Stoffe sind in der Lage, DNA-Replikationen und genetische Informationen zu 
verändern. Neben den genotoxischen Schäden kann aber auch Cytotoxizität auftreten. Wäh-
rend bei genotoxischen Effekten, die zu Veränderungen bzw. Schädigungen der DNA führen, 
die Zelle als solche häufig vital bleibt, führen cytotoxische Effekte häufig zum Zelltod. Hier 
unterscheidet man zwei Formen: Apoptose und Nekrose. Bei der Apoptose kommt es zum 
programmierten physiologischen Zelltod durch das allmähliche Erlöschen einzelner 
Zellfunktionen [155]. Sie ist abzugrenzen von der Zellnekrose, dem provozierten Zelltod, bei 
dem ein schädigender exogener oder endogener Reiz eine Schrumpfung der Zelle und einen 
Zerfall des Kerns bewirkt. 
Um solche cytotoxischen von genotoxischen Substanzwirkungen im Comet Assay abgrenzen 
zu können, wurde vor der Lysierung der Zellmembran ein Vitalitätstest (Trypanblau-Aus-
schlusstest) durchgeführt. Dieser ermöglicht es, den prozentualen Anteil nekrotischer Zellen 
zu bestimmen. Alle Versuche, bei denen der Anteil vitaler Zellen weniger als 70% betrug, 
wurden nicht in die Auswertung aufgenommen. Dies sollte ausschließen, dass Anteile des 
Kometenschweifs im Comet Assay nicht von einer primären DNA-Schädigung, sondern von 
cytotoxischen Effekt herrührten. 
 
6.2 Diskussion der Testsubstanzen 
Als Testsubstanzen wurden Stoffe ausgewählt, denen man in der Umwelt oder durch beruf-
liche Exposition vielfach ausgesetzt ist. Es wurden Substanzen aus zwei verschiedenen Stoff-
klassen gewählt: aromatische Amine und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe. 
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Zahlreiche toxikologische und epidemiologische Untersuchungen haben belegt, dass eine 
Reihe von umweltrelevanten Substanzen aus diesen beiden Stoffklassen eine zentrale Rolle 
bei der chemischen Kanzerogenese spielen und ihnen demzufolge eine entscheidende Bedeu-
tung für die Entstehung von Tumoren zukommen. Andere Substanzen dieser Stoffklassen mit 
geringfügig veränderter Struktur sind dagegen im Tierversuch nicht kanzerogen, aber in der 
Umwelt gleicher Maßen weit verbreitet. Für die vorliegende Arbeit wurden je zwei Kanzero-
gene und eine nicht kanzerogene Verbindung der aromatischen Amine und der polyzyklischen 
aromatischen Kohlenwasserstoffe ausgewählt. Dies sollte es ermöglichen, die Spezifität der 
an humanisierten V79 Zellen verwendeten Testverfahren für die Kanzerogenität der Substan-
zen zu überprüfen und die Kombinationswirkungen nicht nur zwischen verschiedenen Kanze-
rogenen, sondern auch zwischen Kanzerogenen und den in der Umwelt in höheren Mengen 
vorhandenen nicht kanzerogenen Substanzen zu untersuchen.  
 
6.2.1 Aromatische Amine 
4-Aminobiphenyl gehört zu den wenigen Substanzen, die als eindeutig krebserzeugend für 
den Menschen eingestuft werden ([156], http://www-cie.iarc.fr/monoeval/crthgr01.html). Es 
wird in der Leber durch das konstitutive induzierbare Cytochrom P450 1A2 N-hydroxyliert, 
und in der Blase durch die NAT1 zur ultimalen DNA-bindenden Spezies O-acetyliert. Alter-
nativ wird es in der Leber durch die polymorphe NAT2 entgiftet [44]. Jüngste Befunde zur 
Toxizität und Kanzerogenität von 4-ABP in knock-out Mäusen ohne aktives CYP1A2 haben 
Zweifel an der Rolle dieses Enzyms bei der Maus geweckt [87,103]. 4-ABP induziert Harn-
blasentumoren beim Menschen, aber nicht in der Ratte; es wurde von der IARC als Human-
kanzerogen eingeordnet. Bei der Bestimmung der Cytotoxizität mit dem MTT Assay ergaben 
sich nur geringfügig erhöhte Cytotoxizitäten in Zellen mit humanem CYP1A1 und CYP1A2 
(Abb. 16). Da alle verwendeten Zelllinien (auch die parentalen Zellen) einen abrupten Abfall 
des Kurvenverlaufs ab ca. 50 µM zeigen, gibt der MTT-Test folglich keinen Hinweis auf die 
Beteiligung eines der verwendeten Cytochrome am Metabolismus von 4-ABP. Im Comet 
Assay reagierten die parentalen Zellen ähnlich wie die V79MZ1A2 Zellen mit einer erhöhten 
DNA-Migration, die konzentrationsabhängig von 0,3 bis 1 mM zunimmt (Abb. 17; Tabel-
le 2). In diesem Konzentrationsbereich haben auch Robbiano et al. [106] in Primärkulturen 
von menschlichen Harnblasenepithelien eine konzentrationsabhängige Zunahme der DNA-
Fragmentierung im Comet Assay mit 4-ABP gesehen. Unsere Ergebnisse zeigen mit der 
CYP1A2 und NAT2*4 koexprimierenden Zelllinie niedrigere OTM-Werte als mit den Zellen, 
die nur CYP1A2 exprimieren. Dies spricht für eine Abschwächung der genotoxischen 
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Wirkung von 4-ABP durch N-Acetylierung und bestätigt das in molekularepidemiologischen 
Untersuchungen gesehene geringere Harnblasenkrebsrisiko [99,157] und die niedrigere 
Belastung mit Hämoglobinaddukten [108] in Rauchern, die eine hohe N-Acetylierungskapa-
zität aufweisen, so genannte schnelle Acetylierer. Überraschender Weise wirkt 4-ABP bereits 
beim Einsatz sehr niedriger Konzentrationen (3,2 nM) ebenfalls leicht genotoxisch, jedoch 
wieder unabhängig von der Expression von CYP1A2 oder CYP1A1 (Abb. 18; Tabelle 3). Im 
HPRT-Test wird bei einer Konzentration von 3,2 nM 4-ABP eine signifikant erhöhte Muta-
tionsrate nur bei den parentalen Zellen, nicht aber in V79MZ1A1 und V79MZ1A2 Zellen 
erreicht (Abb. 19; Tabelle 4). Dies spricht für einen Schutzeffekt durch Metabolisierung von 
4-ABP, der in dieser niedrigen Konzentration offensichtlich zum Tragen kommt. 
o-Toluidin ist ein monocyclisches aromatisches Amin mit starker kanzerogener Wirkung für 
die Blase, welches von der WHO (http://www-cie.iarc.fr/monoeval/crthgr02a.html) wie auch 
von der DFG [156] in die zweit höchste Stufe als wahrscheinlich kanzerogen für den 
Menschen eingestuft wird. Eine Einstufung als Humankanzerogen wird neuerdings vermehrt 
gefordert [158]. o-Tol verursacht bei Ratten Blasentumoren [159]. Die geringfügigen Unter-
schiede in den ansonsten annähernd parallel verlaufenden Kurven im MTT-Test sprechen 
nicht für eine spezifische Rolle der Aktivität der exprimierten Cytochrome für die Toxizität 
von o-Tol (Abb. 20; Tabelle 5). Im Comet Assay führte o-Tol in einer Konzentration von 
3,2 nM zu einer Erhöhung der DNA-Migration, die jedoch bei den parentalen Zellen genauso 
stark signifikant ist wie in den Zellen, die CYP1A1 oder CYP1A2 exprimieren (Abb. 21; 
Tabelle 6). Bei höheren Konzentrationen von 0,1 bis 2 mM fällt die Erhöhung der OTM-
Werte geringer aus (Abb. 22; Tabelle 7). Es ist wieder ein abschwächender Effekt durch 
N-Acetylierung in der koexprimierenden Zelllinie gegenüber V79MZ1A2 Zellen zu erkennen. 
Bei noch höheren Konzentrationen von 5 bis 16 mM kann der in der Literatur für parentale 
V79 Zellen [141] und humane Harnblasenzellen [106] gezeigte genotoxische Effekt von o-Tol 
bestätigt werden (Abb. 23). Es besteht ein Unterschied zwischen parentalen und CYP1A1- 
bzw. CYP1A2-exprimierenden Zellen, was für erhöhte Genotoxizität durch Metabolismus 
sprechen würde. Bei diesen sehr hohen Konzentrationen lassen sich aber unspezifische Effek-
te, die nicht mit einer genschädigenden Wirkung zusammenhängen, nicht sicher ausschließen. 
Im HPRT-Test führt 3,2 nM o-Tol wie beim 4-ABP nur bei den parentalen Zellen zu einer 
erhöhten Mutationsrate (Abb. 24). Dieser Effekt wurde durch CYP1A2 vollständig, durch 
CYP1A1 nur teilweise unterdrückt. Dies spricht auch bei o-Tol, wie schon für 4-ABP 
gesehen, für einen möglichen Schutz vor mutagenen Schäden durch den Metabolismus der 
aromatischen Amine. In den Konzentrationen von 0,1 bis 1 mM führt o-Tol in V79MZ1A2 
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Zellen zu einer konzentrationsabhängigen Zunahme an mutierten Zellen, die jedoch im 
Vergleich zur niedrigen Konzentration von 3,2 nM gering ausfällt (Abb. 25; Tabelle 8). 
m-Toluidin ist nicht kanzerogen, bildet aber wie die anderen Isomere der Toluidine Hämo-
globinaddukte [108]. Aus der Höhe dieser Addukte lässt sich auf eine nicht unerhebliche 
Belastung der Umwelt mit m-Tol schließen. Seine Rolle in Gemischen von aromatischen 
Aminen ist noch völlig unbekannt. Der MTT-Test gibt keinen Hinweis auf die Beteiligung 
eines der verwendeten Cytochrome am Metabolismus von m-Tol (Abb. 16). Die Toxizität ist 
aber vergleichbar mit jener der beiden anderen getesteten aromatischen Amine (Abb. 20 und 
26). Auch die Genotoxizität von m-Tol ist im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 2 mM 
vergleichbar schwach wie jene von o-Tol (Abb. 22 und 27). Sie ist den CYP1A2-
exprimierenden Zellen etwas stärker, ohne jedoch eine Konzentrationsabhängigkeit zu zeigen. 
Bei den CYP1A2/ NAT2*4-exprimierenden Zellen wird dieser schwach genotoxische Effekt 
weitgehend aufgehoben. 
 
6.2.2 Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 
Pyren ist in Gemischen von PAK quantitativ sehr stark vertreten und wird aus diesem Grund 
als Leitsubstanz im Biomonitoring verwendet [160,161]. Wie bei den aromatischen Aminen 
verlaufen die Kurven des MTT-Tests parallel, es sind keine Unterschiede zwischen den 
verwendeten Zelllinien erkennbar (Abb. 28). Oberhaöb von 1 µM setzen bei allen Zelllinien 
cytotoxische Effekte ein. In den Konzentrationen 0,3 und 3,2 µM Pyren sind bei keiner der 
Zelllinien genotoxische Effekte im Comet Assay ersichtlich (Abb. 29). 
Benzo[a]pyren wird von der WHO als wahrscheinlich kanzerogen eingestuft (http://www.cie. 
iarc.fr/monoeval/crthgr02a.html). B[a]P ist ein typisches Beispiel für eine kanzerogene Ver-
bindung, die eine metabolische Aktivierung benötigt [162]. Durch die CYP1A1 katalysierte 
Oxidation des B[a]P zum 7,8-Oxid wird die Bildung des ultimalen Kanzerogens B[a]P-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxid eingeleitet, welches sich in metabolisch kompetenten V79 Zellen als 
toxisch erwies [150]. Der MTT-Test zeigt deutlich die Rolle von CYP1A1 an der vom Meta-
bolismus abhängigen Toxizität von B[a]P (Abb. 30; Tabelle 11). Bei einer Konzentration von 
0,15 µM wird das Koloniewachstum auf 50% der Kontrollwerte reduziert (EC50). Die anderen 
Zelllinien (V79P, V79MZ1A2) zeigen in diesem Konzentrationsbereich noch keine bzw. eine 
geringe Abnahme des Wachstums in CYP1B1-exprimierenden Zellen. Auch der Comet Assay 
verdeutlicht die Beteiligung von CYP1A1 am Metabolismus von B[a]P, denn die konzentra-
tionsabhängige Steigerung der OTM-Werte nach Inkubation mit 0,1 und 1 µM B[a]P nimmt 
in der Reihenfolge CYP1B1 < CYP1A2 < 1A1 zu (Abb. 31). Dies stimmt mit den Ergebnis-
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sen von Shimada et al. [35] zur Mutagenität im Ames-Test mit Salmonella typhimurium exakt 
überein.  
Dibenzo[a,l]pyren wird im Gegensatz zu B[a]P nur als möglicher Weise kanzerogen für den 
Menschen angesehen (http://www.cie.iarc.fr/monoeval/crthgr02b.html), obwohl es im Tier-
versuch deutlich stärker kanzerogen [163]. Bei Luch et al. [78,79] erwies sich dieser PAK in 
metabolisch kompetenten V79 Zellen als 100fach toxischer als das ultimal mutagene und 
kanzerogene B[a]P-7,8-diol-9,10-epoxid. Der MTT-Test zeigt deutlich die Beteiligung von 
CYP1A1 und CYP1B1 am Metabolismus von DB[a,l]P (Abb. 32; Tabelle 12). Die EC50-
Werte für V79MZ1B1 bzw. V79MZ1A1 entsprechen denen von Mahadevan et al. [143]. In 
den CYP1A1-exprimierenden Zellen ist die Cytotoxizität von DB[a,l]P mehr als zehnfach 
stärker als die von B[a]P. Das gleiche gilt für den Comet Assay, bei dem DB[a,l]P die stärkste 
Wirkung aller untersuchten Substanzen zeigt und bei dem ebenfalls die Rolle von CYP1A1 
und CYP1B1 am Metabolismus von DB[a,l]P deutlich wird (Abb. 33; Tabelle 13). Im 
Konzentrationsbereich von 1 bis 32 nM nehmen die OTM-Werte in den V79MZ1A1 und 
V79MZ1B1 Zellen, nicht aber den parentalen Zellen, konzentrationsabhängig zu. Auch der 
HPRT-Test zeigt, dass die starke mutagene Potenz von DB[a,l]P eindeutig von der metaboli-
schen Aktivierung abhängt (Abb. 34; Tabelle 14). Es kommt von 1 bis 32 nM konzentrations-
abhängig zu einer steigenden Mutantenzahl, die deutlich über der Spontanmutationsrate liegt. 
 
6.2.3 Kombinationswirkungen 
Während die toxikologische Bewertung von Einzelsubstanzen in den vergangen Jahrzehnten 
das vorrangige Problem darstellte, wurde man sich zunehmend bewusst, dass es für die 
toxikologische Bewertung der realen Exposition des Menschen gegenüber Stoffgemischen 
anderer Konzepte bedarf als jener, die zur toxikologischen Bewertung von Einzelsubstanzen 
angewendet wurden [164-166].  
Der Mensch ist durch Lebensmittel, Umwelt und Arbeitsplatz unterschiedlichen Stoffen aus-
gesetzt (Chemikalien, Pyrolyseprodukte, Genussmittel, Medikamente, Rückstände in Nah-
rungsmitteln). Durch die gleichzeitige Einwirkung mehrerer Fremdstoffe kann prinzipiell die 
Toxizität einzelner Schadstoffe modifiziert werden. Unter diesem Aspekt haben Kombina-
tionswirkungen von Chemikalien für den Menschen große Bedeutung. Ein wirksamer Schutz 
vor Schäden durch chemische Stoffe setzt voraus, dass insbesondere auch das Gefährdungs-
potenzial von Schadstoffkombinationen abgeschätzt wird. Im Körper können Kombinations-
wirkungen, die mit einer erhöhten Toxizität verbunden sind, durch erleichterte Resorption, 
durch Beeinflussung der Biotransformation infolge veränderter Enzymaktivität (Induktion, 
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Inhibition) und durch nicht enzymatisch vermittelte Reaktionen (z.B. Nitrosaminbildung im 
Magen) zustande kommen [167]. 
Um das Risiko von Stoffkombinationen einschätzen zu können, wurden Untersuchungen in 
zellulären Systemen durchgeführt. Mit Zellversuchen können jedoch nur Teilaspekte geklärt 
werden. Zur Untersuchung der besonders relevanten Wirkungen bestimmter in der Umwelt 
vorkommender Gemische wird man auf Langzeit-Tierversuche nicht verzichten können. 
Das dringendste Problem in der Risikoabschätzung von Stoffgemischen besteht darin, zu klä-
ren, ob sich die Toxizität des Gemisches von der Summe der Toxizitäten der Einzelsubstan-
zen unterscheidet, also entweder geringer oder höher ausfällt. Um dies beurteilen zu können, 
muss geklärt werden, ob die Einzelstoffe in Stoffgemischen untereinander Wechselwirkungen 
eingehen können oder nicht. Die Art der Wechselwirkung kann grundsätzlich synergistischer 
oder antagonistischer Art sein oder die einzelnen Stoffe beeinflussen sich weder direkt noch 
indirekt, d.h. sie verhalten sich so, als wäre jeder nur allein im Körper vorhanden (unabhängi-
ge Wirkungen, keine Interferenz). Eine synergistische Wechselwirkung liegt vor, wenn die 
kombinierte Wirkung zweier oder mehrer Einzelstoffe größer ist als die bloße Addition der 
Wirkungen der Einzelstoffe. Antagonistische Effekte treten dann auf, wenn sich die Ausprä-
gung der toxischen Wirkungen der Einzelstoffe in Gemischen gegenseitig behindert, so dass 
die Summe der Toxizität geringer als die bloße Addition der Wirkungen der Einzelstoffe ist. 
Im Folgenden werden die Ergebnisse mit umweltrelevanten Stoffgemischen innerhalb der 
Klasse der aromatischen Amine bzw. der polyzyklischen Kohlenwasserstoffe sowie Gemische 
aus PAK und Arylaminen zusammengefasst und toxikologisch bewertet, um festzustellen, 
inwieweit z.B. nicht kanzerogene PAK und Arylamine (am Beispiel von Pyren bzw. m-
Toluidin) als Substanzen in Gemischen die Toxizität von kanzerogenen Verbindungen wie 
DB[a,l]P beeinflussen. 
Zu den Wechselwirkungen zwischen aromatischen Aminen finden sich in der Literatur keine 
vergleichbaren Daten. Sowohl bei der Cytotoxizität, geprüft mit 4-ABP und m-Tol (Abb. 35), 
als auch bei der mit o-Tol und m-Tol untersuchten Genotoxizität und Mutagenität (Abb. 36 
und 37) kommt es z.T. zu einer deutlichen Abschwächung der Wirkung in der Kombination. 
Gemische von aromatischen Aminen könnten daher ein geringeres Gefahrenpotenzial auf-
weisen, als man von den Ergebnissen mit einzelnen Substanzen vermuten würde. Diese 
Ergebnisse bedürfen allerdings einer Überprüfung mit größeren Versuchsansätzen um die 
Ergebnisse statistisch abzusichern. 
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Bei DB[a,l]P und Pyren bestätigt sich der große Unterschied in der Cytotoxizität von Pyren 
und DB[a,l]P (Abb. 38). Ein Kombinationseffekt im Sinne einer deutlichen Abschwächung 
der Toxizität ist nur bei der Inkubation von Zellen mit CYP1B1 und einem 1000fachen Über-
schuss von Pyren zu beobachten. Auch auf genotoxischer Ebene wurden Wechselwirkungen 
zwischen DB[a,l]P und Pyren untersucht: in V79MZ1A1 und V79MZ1B1 Zellen wirkt 
3,2 nM DB[a,l]P alleine stark genotoxisch (Abb. 39). Die Genotoxizität von DB[a,l]P wird 
durch 100 bzw. 1000fachen Überschuss an Pyren konzentrationsabhängig abgeschwächt. 
Diese Abschwächung der genotoxischen Wirkung stimmt mit Ergebnissen von Binkova und 
Sram [168] und von Mahadevan et al. [169] überein, die bei Kombinationen von PAK stets 
geringere DNA-Adduktraten gefunden haben als mit den Einzelsubstanzen. Die antagonisti-
sche Interaktion zwischen Pyren und DB[a,l]P könnte auf einer Sättigung der metabolischen 
Enzyme durch die hohe Pyrenkonzentration beruhen. Dadurch könnte es zu einer geringeren 
metabolischen Aktivierung von DB[a,l]P kommen [166,170]. Bei längerfristiger Belastung 
kann der akute Hemmeffekt von PAK-Mischungen auf die Wirkung einzelner Substanzen wie 
B[a]P oder DB[a,l]P durch Induktion fremdstoffmetabolisierender Enzyme abgeschwächt 
oder sogar umgekehrt werden, d.h. es kommt dann zu einer Steigerung der Toxizität [169]. 
Solche Effekte lassen sich in V79 Zellen, in denen diese Enzyme nicht induzierbar sind, nicht 
nachvollziehen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen zur Cytotoxizität und Genotoxizität kommt 
es bei der Mutagenitätsprüfung im HPRT-Test in CYP1A1-exprimierenden Zellen bei Kom-
bination von DB[a,l]P mit 1000fachem Überschuss von Pyren zu einer geringfügigen 
Steigerung der Mutantenzahl, obwohl Pyren alleine keine mutagene Potenz besitzt (Abb. 40). 
Bei parentalen Zellen, die auch mit DB[a,l]P nur eine schwache Mutagenität zeigen, kommt 
es in Kombination mit Pyren zu einer Abschwächung der Wirkung.  
Wechselwirkungen zwischen aromatischen Aminen und PAK sind mit den hier verwen-
deten Methoden bisher nicht untersucht worden. In V79MZ1A1 Zellen geht der cytotoxische 
Effekt von DB[a,l]P, dessen Cytotoxizität sich um 4 Zehnerpotenzen von den aromatischen 
Aminen unterscheidet, durch die Gabe von 4-ABP (1+1) völlig verloren (Abb. 41). Dagegen 
wird die Cytotoxizität von DB[a,l]P durch die gleichzeitige Gabe von o-Tol (1+1) sogar leicht 
gesteigert. Die Cytotoxizität von 4-ABP wird in dem durch die Löslichkeit von Pyren be-
grenzten Konzentrationsbereich weder mit 100- noch mit 1000fachem Überschuss von Pyren 
beeinflusst (Abb. 47 und 48). Auf genotoxischer Ebene wird dieser Unterschied zwischen der 
Wechselwirkung von 4-ABP bzw. o-Tol mit DB[a,l]P bei den V79MZ1A1 Zellen nicht 
beobachtet (Abb. 43). Beide aromatische Amine reduzieren die hohen OTM-Werte, die von 
DB[a,l]P allein erzeugt werden. Dabei hemmt o-Tol sogar noch stärker als 4-ABP. Auch im 
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HPRT-Test wird die Mutantenzahl von DB[a,l]P in V79MZ1A1 Zellen bereits durch eine 
äquimolare Konzentration von 4-ABP signifikant herabgesetzt (Abb. 46; Tabelle 19). In 
V79MZ1B1 Zellen zeigt sich in der Kombination keine wesentliche Beeinflussung der 
Genotoxizität von DB[a,l]P durch die Zugabe der aromatischen Amine (Abb. 42). In paren-
talen und CYP1A2-exprimierenden Zellen (Abb. 44 und 45) bestätigt sich die Notwendigkeit 
einer metabolischen Aktivierung durch CYP1A1 oder CYP1B1 für Ausprägung der Geno-
toxizität von DB[a,l]P. In der Kombination mit o-Tol und 4-ABP addieren sich diese schwa-
chen Effekte nicht, es kommt zu signifikant geringeren OTM-Werten als durch die Addition 
zu erwarten wäre (Tabelle 17 und 18). Mit Pyren und 4-ABP wird im HPRT-Test keine 
Kombinationswirkung gesehen (Abb. 49). Die Ergebnisse zeigen, dass auch bei gleichzeitiger 
Belastung mit Umweltgiften aus verschiedenen Substanzklassen mit Wechselwirkungen zu 
rechnen ist. Diese können sowohl im Sinne einer Abschwächung wie auch der Verstärkung 
der Einzelwirkungen ausfallen. 
 
6.2.4 Bestimmung von DNA-Addukten durch 32P-Postlabeling 
Die Ergebnisse zur Bestimmung von DNA-Addukten mit Hilfe des 32P-Postlabeling besitzen 
nur vorläufigen Charakter. Nach Inkubation von V79MZ1A1 und V79MZ1B1 Zellen mit 
DB[a,l]P lassen sich deutliche Adduktspots auf den Dünnschichtplatten sichtbar machen 
(Abb. 53). Dies bestätigt die Ergebnisse mit den anderen Testverfahren und steht im Einklang 
mit den Vorarbeiten der Gruppen von Baird und Döhmer [78,143,169,171,172]. Dagegen ist 
bei den aromatischen Aminen nur eine schwache DNA-Adduktbildung nachweisbar, die das 
kanzerogene Potenzial der verschiedenen Verbindungen nicht widerspiegelt (Abb. 50-53, 
Tabelle 20).  
 
6.3 Bewertung des toxikologischen Risikopotenzials von Stoff-
gemischen in gentechnisch modifizierten V79 Zellen 
Die Untersuchungen ergaben, dass die aromatischen Amine nur zu einem geringen Teil oder 
überhaupt nicht durch die verwendeten Cytochrome zu cytotoxischen, genotoxischen oder 
mutagenen Metaboliten aktiviert wurden. Dagegen lassen polyzyklische Kohlenwasserstoffe 
nach längerer Inkubation über einen Zeitraum von 72 h eine deutliche Abhängigkeit ihrer 
Wirkung durch Metabolisierung mit humanen CYP1A1 und/oder CYP1B1 erkennen. Auf die-
ser Ebene sind auch Wechselwirkungen nachweisbar, die in diesen akuten Versuchen über-
wiegend eine Hemmung durch das nicht kanzerogene Pyren und die aromatischen Amine 
ergaben. In der Umwelttoxikologie ist die Frage nach Wechselwirkungen in Gemischen von 
Diskussion 93  
zentraler Bedeutung. Insbesondere für die Beeinflussung genotoxischer Effekte durch andere 
nicht genotoxische Substanzen gibt es bislang keine ausreichenden Daten, die auch statisti-
schen Überlegungen standhalten können [165,166]. Die Etablierung komplexer Dosis-Wir-
kungsbeziehungen ist für die quantitative Risikoabschätzung solcher Interaktionen von großer 
Bedeutung. Da PAK in der Umwelt fast ausschließlich als Gemisch vorliegen und der kausale 
Zusammenhang zu einzelnen Verbindungen über epidemiologische Studien nicht hergestellt 
werden kann, ist die Datenlage zu Wirkungen einzelner PAK auf den Menschen schlecht. Die 
Bewertung einzelner PAK stützt sich auf die Ergebnisse tierexperimenteller Studien. Es hat 
sich aber gezeigt, dass hinsichtlich der Aktivierung von PAK durch fremdstoffmetabolisieren-
de Enzyme große Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchstierspezies und nicht 
zuletzt zum Menschen bestehen [173]. Auch wenn die hier vorgelegten Ergebnisse zu akuten 
Interaktionen in humanisierten V79 Zellen wertvolle Hinweise auf mögliche Wechselwirkun-
gen gegeben haben, können sie längerfristige Experimente zur Toxizität und Kanzerogenität 
von umweltrelevanten Gemischen nicht ersetzen. Eine Risikoabschätzung bezüglich der 
Umweltbelastung mit 4-ABP und o-Toluidin als wichtige Beispiele der aromatischen Amine 
sowie Benzo[a]pyren und Dibenzo[a,l]pyren aus der Reihe der polyzyklischen Kohlenwasser-
stoffe ist deshalb auf Grundlage der Ergebnisse mit den V79 Zellen nicht möglich. 
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7 Zusammenfassung 
Ziel dieser Arbeit war die toxikologische Bewertung von Umweltchemikalien in V79 Zellen 
des chinesischen Hamsters am Beispiel der beiden kanzerogenen aromatischen Amine 
4-Aminobiphenyl und o-Toluidin, dem nicht kanzerogenen m-Toluidin und den kanzerogenen 
polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAK) Benzo[a]pyren und Dibenzo[a,l]-
pyren, sowie dem nicht kanzerogenen Pyren, jeweils als Einzelstoffe und in verschiedenen 
Kombinationen. Zur Identifizierung von humanen Cytochrom P450 Enzymen (CYP), die an 
der metabolischen Aktivierung der ausgewählten Substanzen beteiligt sind, wurden gentech-
nisch veränderte V79 Zellen eingesetzt, die verschiedene humane Cytochrome (CYP1A1, 
CYP1A2 oder CYP1B1) und/oder N-Acetyltransferase 2 (NAT2) stabil exprimieren. Für die 
Untersuchung der Cytotoxizität wurde der MTT Assay eingesetzt. Die Genotoxizität wurde 
anhand der im Comet Assay nachweisbaren DNA-Schäden bestimmt. Für die Mutagenitäts-
untersuchung wurde der HPRT-Test eingesetzt. Mit Hilfe des 32P-Postlabelings wurden DNA-
Addukte nach Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen analysiert. 
Auf die Cytotoxizität der aromatischen Amine hatte keines verwendeten CYP einen Einfluss. 
Im Comet Assay reagierten die parentalen Zellen ähnlich wie die CYP1A2-exprimierenden 
Zellen mit einer erhöhten DNA-Migration, die konzentrationsabhängig von 0,3 bis 1 mM 
4-Aminobiphenyl zunimmt. Von 0,1 bis 2 mM o-Toluidin sowie 0,1 bis 3 mM m-Toluidin 
kommt es nur in Zellen mit CYP1A1 und CYP1A2, nicht jedoch den parentalen Zellen zu 
einer leicht erhöhten DNA-Migration, welche durch die N-Acetylierung wieder abgeschwächt 
wird. 4-Aminobiphenyl wirkt wie o-Toluidin in einer Konzentration von 3,2 nM genotoxisch. 
Dieser Effekt ist jedoch bei den parentalen Zellen genauso stark ausgeprägt wie in den Zellen, 
die CYP1A1 oder CYP1A2 exprimieren. Im HPRT-Test führten 3,2 nM o-Toluidin wie beim 
4-Aminobiphenyl nur bei den parentalen Zellen zu einer erhöhten Mutationsrate. Dieser 
Effekt wurde durch CYP1A2 und CYP1A1 teilweise bis vollständig unterdrückt. Dies spricht 
für einen möglichen Schutz vor mutagenen Schäden durch Metabolisierung von 4-Aminobi-
phenyl bzw. o-Toluidin. Mit den hier eingesetzten Zelllinien war es nicht möglich, kanzeroge-
ne und nicht kanzerogene aromatische Amine zu differenzieren. Keines der untersuchten CYP 
war wesentlich an der Ausbildung der Toxizität beteiligt. Der bereits bekannte Schutzeffekt 
durch NAT2 ließ sich teilweise bestätigen. Dies wurde auch in ersten Untersuchungen der 
DNA-Adduktbildung mit Hilfe des 32P-Postlabeling bestätigt.  
Bei den untersuchten PAK zeigte das nicht kanzerogene Pyren in den eingesetzten Konzentra-
tionen keine von den eingesetzten CYP abhängigen cytotoxischen oder genotoxischen Effek-
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te. Im MTT-Test und im Comet Assay bestätigt sich die Rolle von CYP1A1 an der vom 
Metabolismus abhängigen Toxizität von Benzo[a]pyren, sowie die Beteiligung von CYP1A1 
und CYP1B1 an der metabolischen Aktivierung von Dibenzo[a,l]pyren. Auch der HPRT-Test 
und das 32P-Postlabeling zeigen, dass die mutagene Potenz und die DNA-Adduktbildung von 
Dibenzo[a,l]pyren eindeutig CYP1A1 und CYP1B1 vermittelt werden kann.  
Durch gleichzeitige Einwirkung mehrerer Fremdstoffe kam es zu antagonistischen Wirkun-
gen, z.T. jedoch auch zu unabhängigen oder synergistischen Effekten. Die mit den V79 Zellen 
hier erstmals untersuchte Kombination von aromatischen Aminen mit PAK ergab  überwie-
gend eine starke Hemmung der Cytotoxizität, Genotoxizität und Mutagenität der untersuchten 
kanzerogenen PAK in den CYP1A1- und CYP1B1-exprimierenden Zellen, die sogar stärker 
war als die Hemmung durch das nicht kanzerogene Pyren. Die hier beobachteten akuten 
Effekte in Zellen lassen jedoch keine Vorhersagen zur Toxizität und Kanzerogenität von 
umweltrelevanten Gemischen nach Langzeitexposition beim Menschen zu. 
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